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Eine Vielzahl von Studien konnte den nützlichen Effekt einer Knochenmarkzellthera-
pie nach Schlaganfall an Ratten nachweisen. Diese Ergebnisse ließen sich jedoch in 
klinischen Studien nicht reproduzieren. Eine mögliche Ursache können die Unter-
schiede zwischen den eingesetzten Versuchstieren und Zellspendern sowie den Pa-
tienten im klinischen Bereich sein. Während die eingesetzten Tiere und Spender 
meist jung und gesund waren, ist der typische Schlaganfallpatient in der Regel älter 
und leidet an einer Vielzahl von Begleiterkrankungen. Ziel dieser Studie war es, die 
Auswirkungen von erhöhtem Alter und Begleiterkrankungen auf die Effektivität einer 
Knochenmarkzelltherapie des Schlaganfalles zu untersuchen. !
Zu diesem Zwecke wurde die Arteria cerebri media von 18 Monate alten spontan-hy-
pertensiven Ratten operativ verschlossen. Nach 24 Stunden wurden entweder Zellen 
eines jungen oder eines alten Spender transplantiert. Tiere, die eine äquivalente 
Menge an PBS erhielten, dienten als Kontrolle. Im Anschluss wurden das neurofunk-
tionelle Defizit und das Infarktvolumen über einen Zeitraum von 63 Tagen mittels ver-
schiedener Verhaltenstest und magnetresonanztomographischer Bildgebung analy-
siert. Nach Induktion des Schlaganfalls kam es zu einer Abnahme der funktionellen 
Leistung in allen Verhaltensversuchen, die sich jedoch bis zu Tag 27 wieder erholte. 
Im MRT war im gleichen Zeitraum eine Reduktion des Infarktvolumens zu beobach-
ten. In der zweiten Versuchshälfte kam es anschließend zu keinen weiteren Verände-
rungen, weder funktional noch morphologisch. Ein Einfluss der Therapie auf die Re-
generation oder die Größe des Infarkts, war zu keinem Zeitpunkt feststellbar. !
Anhand dieser Ergebnisse muss in Frage gestellt werden, ob gealterte und komorbi-
de Tiere durch einer Zelltherapie nach Schlaganfall profitieren können und ob sich 
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Der Schlaganfall ist eine plötzliche Unterbrechung der Blutzufuhr zum Gehirn. Er 
gehört zu den weltweit häufigsten Todesursachen und ist die wichtigste Ursache für 
erworbene Behinderungen im Erwachsenenalter. Die Patienten leiden unter anderem 
an Lähmungen, Sensibilitäts- und Wortfindungsstörungen. Oft bilden sich die Beein-
trächtigungen nicht zurück und führen zu permanenten Einschränkungen der Le-
bensqualität. Neben der Belastung für den einzelnen Patienten, entstehen auch er-
hebliche volkswirtschaftliche Schäden durch Arbeitsausfälle und Kosten für Therapie- 
und Rehabilitationsmaßnahmen. Trotz intensiver Forschung sind die Therapiemög-
lichkeiten nach wie vor begrenzt. Vielen Patienten bleibt aufgrund von umfangreichen 
Einschränkungen im Einsatz der einzig verfügbaren Therapie (Thrombolyse), eine 
kausale Behandlung verwehrt. Ziel der Schlaganfallforschung ist es deshalb, Thera-




Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) schätzt, dass im Jahr 2008 neun Millionen 
Menschen weltweit eine zerebrale Ischämie erlitten. Im gleichen Zeitraum lag die 
Prävalenz bei rund 31 Millionen Patienten (1). In der weltweiten Todesursachenstatis-
tik der WHO, stand der Schlaganfall mit 9,7% auf Platz 2. Im selben Jahr kam es in 
der Bundesrepublik Deutschland (BRD) zu 200.000 Neuerkrankungen. Der Schlag-
anfall ist laut Statistischem Bundesamt - nach kardiovaskulären Erkrankungen und 
Neoplasien - die dritthäufigste Todesursache in der BRD. Inzidenz und Mortalität 
nehmen mit dem Alter der Patienten zu (2-4), wie in Abbildung 1.1 und 1.2 gezeigt ist. 
Bis zum Jahr 2030 wird ein Anstieg der weltweiten, schlaganfallbedingten Todesfälle 
vorausgesagt (1).!
Wird das Akutereignis überlebt, ergeben sich Kosten von über 18.500 Euro (EUR) 
pro Patient und Jahr. Allein für das Jahr 2004 wurden die Behandlungskosten des 
Schlaganfalls in der BRD auf 7,1 Milliarden EUR berechnet. Für den Zeitraum von 
2006 bis 2025 wird mit weiteren Kosten in Höhe von 108,6 Milliarden EUR gerechnet 
(5).!
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Abbildung 1.1 Inzidenz (im Jahr 2000) (1) und Mortalität (im Jahr 2003) (4) des Schlaganfalls in 
der BRD nach Alter und Geschlecht: Mit zunehmenden Alter stiegen sowohl Inzidenz, als auch die 
Mortalität des Schlaganfalls .!!
1.2. Risikofaktoren!
Der Schlaganfall betrifft alle Bevölkerungs- und Altersgruppen (1). Es gibt jedoch Ri-
sikofaktoren, die ein Auftreten deutlich begünstigen. Mit hohem Alter steigt nicht nur 
das absolute Risiko, an einem Schlaganfall zu erkranken, sondern auch die Schwere 
der neurologischen Beeinträchtigungen in dessen Folge (6). Neben dem Alter ist ein 
erhöhter Blutdruck Hauptrisikofaktor für einen Schlaganfall (7). So sind bereits lang-
fristige Blutdruckwerte über 115/75 mmHg mit einem erhöhten Schlaganfallrisiko as-
soziiert (8). Weitere Risikofaktoren sind Diabetes mellitus, Hyperlipidämie, koronare 
Herzkrankheit, Vorhofflimmern, linksventrikuläre Hypertrophie, Rauchen und erhöhter 
Alkoholkonsum (7, 9). In der BRD kann bei rund 60% aller Schlaganfallpatienten ei-
ner oder mehrere dieser Risikofaktoren in der Anamnese festgestellt werden (9). 
Weisen Patienten mehrere Risikofaktoren auf, erhöht sich die Wahrscheinlichkeit ei-
nen Schlaganfall zu erleiden. Ein hoher Blutdruck bewirkt dabei eine besonders hohe 
Steigerung des Risikos (7) (siehe auch Tabelle 1.1). !
!
Tabelle 1.1 Risikofaktoren; In der linken Tabellenhälfte sind einige typische Risikofaktoren für das 
Erleiden eines Schlaganfalls und ihr relatives Risiko aufgelistet. Besonders erhöht ist das Risiko bei 
Patienten mit einem Bluthochdruck. Die rechte Tabellenhälfte zeigt den Anstieg des relativen Risikos 
bei dem gleichzeitigen Vorhandensein mehrerer Risikofaktoren (9).!
Risikofaktoren Relatives Risiko Anzahl von Risikofaktoren Relatives Risiko
• Bluthochdruck 2,44 • 0 1
• Diabetes mellitus 2,33 • 1 1,43
• Hyperlipidämie 1,32 • 2 2,62
• Rauchen 1,51 • 3 4,36
• Alkoholkonsum 1,61 • 4 oder 5 5,12
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1.3. Pathophysiologie des Schlaganfalls und neurodegenerative Mechanismen!
Da das Gehirn seinen Energiebedarf fast ausschließlich durch die aerobe Metaboli-
sierung von Glukose deckt, nimmt es bis zu 20% des vom Körper aufgenommenen 
Sauerstoffs in Anspruch (10). Um den hohen Sauerstoffbedarf zu decken, benötigt 
das Gehirn einen Blutfluss von mindestens 60 - 100 ml Blut pro 100 g Gewebe und 
Minute (11). Im Falle einer Minderperfusion treten ab einer Flussrate von unter 50 ml/
100g/min reversible und einer Rate unter 10 ml/100g/min permanente funktionale 
und strukturelle Schäden auf (12). In der kaukasischen Bevölkerung ist ein Gefäß-
verschluss in 87% der Fälle die Ursache für eine solche Minderperfusion. Den restli-
chen 13% liegt eine intrazerebrale oder subarachnoidale Blutung zu Grunde (13). Im 
Rahmen der Ischämie kommt es zu einer Kaskade von pathophysiologischen Pro-
zessen, deren zeitlicher Ablauf in Abbildung 1.2 dargestellt ist. !
!
Abbildung 1.2 Zeitliche Abfolge pa-
thophysiologischer Schädigungsme-
chanismen nach dem Schlaganfall, 
nach Brouns et al (14): Am Beginn der 
pathophysiologischen Kaskade steht die 
mangelnde Energieversorgung der Zel-
len. Daraus resultieren die Exzitotoxizi-
tät und der oxidative Stress. Im weiteren 
Verlauf kommt es zu einer Entzün-
dungsreaktion, begleitet von Mikrozirku-
lationsstörungen, einer aktivierten Ge-
rinnung und einer Blut-Hirn-Schranken-
Dysfunktion. !!
1.3.1. Exzitotoxizität und Elektrolytverschiebung!
In Folge der Hypoxie, kommt es zu einer Minderversorgung der Zellen mit Adenosin-
triphosphat (ATP). Das Membranpotenzial der Neurone bricht zusammen, sie werden 
depolarisiert und sezernieren den exzitatorische Neurotransmittern Glutamat (15). 
Dieser bewirkt einen Einstrom von Na+, Cl-, Ca2+ und Wasser in die Zellen (16, 17). 
Das hierdurch resultierende Ödem verursacht einen Anstieg des intrazerebralen Dru-
ckes und nimmt somit wesentlichen Einfluss auf die Frühsymptome und die Mortalität 
des Schlaganfalls (14, 15).!
Der Ca2+-Einstrom führt zu einer wiederholten Glutamat-Freisetzung und dessen Ak-
kumulation im synaptischen Spalt. Die oben beschriebenen Effekte werden einerseits 
potenziert, anderseits induziert der Anstieg von intrazellulärem Ca2+ die Bildung von 
Stickstoffmonoxid (NO), proteolytischen Enzymen und von radikalen Sauerstoffspe-
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zies (ROS) (18). Diese denaturieren Proteine, DNA und Lipide, was eine Störung der 
Atmungskette in den Mitochondrien und eine Induktion von Zellapoptose und Ent-
zündungsreaktion bedingt (14).!
!
1.3.2. Zusammenbruch der Blut-Hirn-Schranke und Mikrozirkulationsstörung!
Der durch ROS verursachte oxidative Stress, bewirkt die Sezernierung verschiedener 
Mediatoren aus Neuronen, Gliazellen und Endothelzellen, die zu einem Zusammen-
bruch der Blut-Hirn-Schranke führen (19, 20). Elektrolyte und Serumbestandteile ge-
langen in das Hirnparenchym und bewirken die Ausbildung eines Ödems und einen 
Anstieg des intrazerebralen Druckes mit sekundären Schäden am Gehirn (14).!
Der Endothelschaden führt darüber hinaus zu einer Aktivierung der plasmatischen 
Gerinnungskaskade und von Thrombozyten. Beides resultiert in einer vermehrten 
Thrombenbildung, vor allem in kleineren Gefäßen (14). Im Rahmen der Ansammlung 
von Granulozyten und Lymphozyten kommt es zu Gefäßobstruktionen, die durch die 
ödematöse Schwellung geschädigter Zellen von extravasal verstärkt wird. Die Mikro-
zirkulation kommt zum Sistieren und die Versorgung mit Sauerstoff wird zusätzlich 
eingeschränkt, was auch als „no-flow Phänomen“ bezeichnet wird (21).!
!
1.3.3. Entzündungsreaktion!
In Folge des Zelluntergangs werden proinflammatorische Zytokine sowie Entzün-
dungsmediatoren freigesetzt und Adhäsionsmolekülen an der Oberfläche des Gefä-
ßendothels exprimiert. Eine Entzündungsreaktion wird in Gang gesetzt, die zu einem 
weiteren Zelluntergang führt (22). Aktivierte Mikroglia und Astrozyten beteiligen sich 
an dieser Entzündungsreaktion und üben eine direkte neurotoxische Wirkung aus 
(20, 23).!
Immunzellen werden aus dem Blut und dem Knochenmark in das Infarktgebiet rekru-
tiert (24). Dabei handelt es sich vor allem um neutrophile Granulozyten und Monozy-
ten und im geringeren Anteil um Stromazellen. Der Großteil der rekrutierten Immun-
zellen, vor allem die Monozyten, differenzieren zu Mikroglia und beteiligen sich an 
der lokalen Entzündungsreaktion (25-27). Über die Differenzierung zu Endothelzellen 
und die Ausschüttung von Wachstumsfaktoren, wie dem Vascular Endothelial Growth 
Factor (VEGF), fördern sie auch die Neo- und Revaskularisation (28, 29). !
Abbildung 1.3 zeigt einen schematischen Überblick über das Zusammenspiel einiger 
der beschriebenen pathophysiologischen Mechanismen auf zellulärer Ebene.!
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Abbildung 1.3 Schematische Darstellung wichti-
ger pathophysiologischer Abläufe, modifiziert 
nach Dirnagl et al. (15): Durch den Mangel an 
Sauerstoff und ATP nach der Ischämie, kommt 
es zum Ausfall der Na+/K+-ATPase. Das Mem-
branpotential bricht zusammen, die Zelle wird 
depolarisiert und Glutamat freigesetzt. Glutamat 
bewirkt einen Einstrom von Na+, Cl- und Ca2+ in 
die Zelle. Es kommt zur Schwellung und 
Ödembildung. Der erhöhte Ca2+-Spiegel führt 
zur Enzyminduktion mit der Bildung von NO und 
ROS, der Induktion von DNA-Schäden und zur 
Einleitung der Apoptose. Es kommt zur Indukti-
on einer Entzündungsreaktion und der Aktivie-
rung von Astrozyten und Mikroglia.!!
1.3.4. Regeneration!
Das Gehirn reagiert auf eine zerebrale Ischämie mit der Induktion neuroregenerativer 
Vorgänge. Die Proliferation kleiner Kapillaren sichert die Zufuhr von Sauerstoff und 
Nährstoffen, während das Wachstum von Gliazellen, wie Astrozyten und Oligoden-
drozyten, ein günstiges Umfeld für die Neurogenese und zerebrale Plastizität sichert 
(30).!
Des Weiteren bewirken Astrozyten, durch ihre Proliferation und die Sezernierung von 
extrazellulärer Matrix, die Ausbildung einer Glianarbe um das Ischämiegebiet (31). 
Die Narbe verhindert einerseits das Ausbreiten des Infarktgebietes, indem sie sich 
kontrahiert, exzitotoxische Vorgänge eindämmt und das Hirnödem reduziert. Gleich-
zeitig hemmt jedoch das Narbengewebe das axonale Wachstum und die Migration 
neu rekrutierter Neurone (siehe auch Kapitel 1.3.4.1) (32). !
!
1.3.4.1. Plastizität und Neurogenese!
Nach einem Schlaganfall kommt es zu einer Reorganisation neuronaler Bahnen im 
Gehirn (33). Dies ermöglicht eine teilweise Kompensation beschädigter neurologi-
scher Funktionen und wird auch als Plastizität bezeichnet (30, 34). In der Subventri-
kularzone (SVZ) (35) und dem Gyrus dentatus des Hippocampus (36) des Gehirns 
proliferieren neuronale Vorläuferzellen, die infolge der Ischämie in das Infarktgebiet 
migrieren (37). Allerdings überleben lediglich 20% der neugebildeten Zellen, was nur 
in einem Ersatz von maximal 0,2% der durch die Ischämie verloren gegangenen Zel-
len resultiert (38).!
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1.4. Therapie des ischämischen Schlaganfalls!
Die einzige zugelassene kausale Therapie des ischämischen Schlaganfalls ist die 
intravasale Lyse (39). Der Anteil an Patienten die diese Therapie erhalten, ist jedoch 
gering und schwankt je nach Region zwischen 1% und 20% (40). Die Ursachen dafür 
liegen meist in einer verzögerten Stellung der Diagnose und einer verspäteten Klinik-
einweisung. Zudem schränken die Begleiterkrankungen vieler Patienten den Einsatz 
der Lysetherapie ein (41).!
Um effektiv zu sein, muss die Lyse innerhalb 4,5 Stunden nach Beginn der ersten 
Symptome eingeleitet werden (42). Oft werden die Frühsymptome des Schlaganfalls 
verkannt oder es fehlt an der für die Diagnostik notwendigen Infrastruktur. Laut der 
Deutschen Gesellschaft für Neurologie kann eine Lysetherapie auch erfolgreich bei 
Patienten über 80 Jahren angewandt werden (39). Mit zunehmendem Alter profitieren 
sie aber langfristig nicht davon (43). Vielmehr steigt im Anschluss an eine Lysethera-
pie das Risiko von intrazerebralen Hämorrhagien (44). Eine akute arterielle Hyperto-
nie und ein entgleister Blutzuckerspiegel schränken aus diesem Grund den Einsatz 
der Lyse weiter ein. Schätzungsweise erfüllen somit nur 36% der Schlaganfallpatien-
ten die Voraussetzungen für eine Lysetherapie (40).!
Viele ältere Patienten erhalten aus den oben genannten Gründen keine effektive 
Therapie bei einem Schlaganfall - ein Umstand, der unter anderem für die schlechte-
re Prognose dieser Patientengruppe verantwortlich sein kann (45). Der Bedarf an 
Verfahren, die einerseits unabhängig von Alter und Nebenerkrankungen der Patien-
ten und andererseits auch nach 4,5 Stunden sicher und effektiv angewandt werden 
können, ist groß. !
!
1.5. Experimentelle Therapieansätze!
Auf der Suche nach alternativen Therapien des Schlaganfalls werden sowohl neuro-
protektive, wie auch regenerative Verfahren diskutiert. Neben mehr als 1000 Phar-
maka (46) sind auch die Wirkung physikalischer Maßnahmen und der Zelltherapie 
untersucht worden. !
Das postulierte Wirkspektrum der einzelnen Therapieansätze reicht von antioxidativ, 
entzündungshemmend, einer antagonistischen Wirkung am Glutamatrezeptor, bis hin 
zu einem erhöhtem Angebot an Sauerstoff und einer Reduktion des Sauerstoffbe-
darfs (47). Während für eine Vielzahl dieser Ansätze günstige Effekte in tierexperi-
mentellen Studien nachgewiesen werden konnten, war es meist nicht möglich, diese 
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Ergebnisse in klinischen Studien zu reproduzieren (48). Als repräsentative Beispiele 
für diesen Umstand seien hier sowohl die Substanz NXY-059 als Pharmakon (49, 
50), wie auch die hyperbare Sauerstofftherapie (51) und Hypothermie (52) als physi-
kalische Maßnahmen erwähnt.!
!
1.5.1. Zelltherapie des Schlaganfalls!
Das Ziel aktueller Zelltherapien ist es, die endogene Regeneration und Plastizität zu 
fördern. Über die Freisetzung von trophischen Faktoren, üben die Zellen ein thera-
peutischen Potenzial aus (53). Zellen der Hämatopoese und des Knochenmarks sind 
als Zelltherapeutikum besonders ausführlich untersucht worden, da sie leicht zu ge-
winnen, leicht zu kultivieren sind und autolog verabreicht werden können (54, 55). !
!
1.5.1.1. Knochenmarkzellen in der Schlaganfalltherapie!
Wie in Kapitel 1.3.3 beschrieben kommt es nach einem Schlaganfall zu eine Rekru-
tierung von Knochenmarkzellen in das Infarktgebiet. Mit der zusätzlichen Gabe von 
Knochenmarkzellen, versucht man ihre Beeinflussung von Immunreaktion und Rege-
neration zu potenzieren (56).!
In tierexperimentellen Studien konnte gezeigt werden, dass sowohl die Gabe von 
mononuklearen, als auch deren Fraktion der mesenchymalen Knochenmarkzellen 
(Englisch: bone marrow mononuclear cells, BM MNC, und bone marrow mesenchy-
mal cells, BM MSC) nach zerebraler Infarzierung, die funktionale Erholung fördert 
(57, 58). Die Knochenmarkzelltherapie stimuliert die Angiogenese und Neurogenese 
sowie die Ausbildung neuer Synapsen (56, 59, 60). Diese positiven Effekte konnten 
auch dann noch beobachtet werden, wenn die Zellen bis zu 72 Stunden nach Eintritt 
der Ischämie verabreicht wurden (61). !
In vitro Untersuchungen haben gezeigt, dass BM MNC Neurone vor Hypoxie schüt-
zen, Apoptose und oxidativen Stress vermindern sowie mikroglia- und makrophagen-
vermittelte Toxizität reduzieren (62). Dieselbe Studie zeigte, dass sie die regenerati-
onsfördernden Substanzen VEGF und Interleukine sezernieren. Nach Verabreichung 
reichern sie sich um und im Infarktgebiet an, sie erhöhen die Anzahl an endothelialen 
Zellen, fördern den zerebralen Blutfluss und die Neurogenese (63). Des Weiteren 
können Knochenmarkzellen schnell und einfach über eine Beckenkammpunktion 
gewonnen werden. Sie können autolog verabreicht werden, wodurch die Gefahr ei-
ner Transplantatabstoßung oder eines Graft-versus-host-disease (GvHD) nicht gege-
ben ist (53).!
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1.6. Translation präklinischer Ergebnisse in klinische Studien!
Die positiven experimentellen Ergebnisse regenerativer Therapien konnten bislang 
nicht im klinischen Bereich reproduziert werden (15, 30, 46). Die Gründe dafür kön-
nen vielfältig sein. Beispielsweise stellen Schlaganfallpatienten eine heterogene 
Gruppe dar, deren Charakteristika sich nur begrenzt in einem experimentellen Setting 
repräsentativ reproduzieren lassen (64). Das Ausmaß und die Lokalisation des In-
farktes variiert unter den Patienten. Zudem weisen Versuchstiere Unterschiede in ih-
rer zerebralen Anatomie und Physiologie im Vergleich zum Menschen auf (30). !
Die Mehrzahl präklinischer Studien wurde an jungen und gesunden Tieren durchge-
führt, ohne den Einfluss von Alter und Nebenerkrankung zu berücksichtigen. Die Be-
urteilung des Therapieerfolges richtete sich meist entweder nach funktionalen oder 
histologisch-morphologischen Aspekten. Oft wurde nur der Zeitraum unmittelbar nach 
dem Infarkt untersucht (65).!
Aufgrund der ausbleibenden Überführung präklinischer Ergebnisse in wirksame The-
rapien, haben sich Forscher im Stroke Academic and Industry Roundtable (STAIR) 
zusammengeschlossen, um Empfehlungen zur Durchführung von präklinischen Stu-
dien zu erarbeiten, die eine bessere Übertragung in den klinischen Bereich sicher-
stellen sollen (48). Neben den Empfehlungen, die auf Versuchsaufbau und Auswer-
tung gerichtet sind, spielen Alter und Nebenerkrankungen eine entscheidende Rolle, 
da sie für Veränderungen auf dem Bereich der Physiologie, Pathophysiologie und 
Regeneration verantwortlich sind. In einer ersten Metaanalyse der Studien, die von 
einem experimentellen Therapieerfolg verschiedener Medikamente berichteten, er-
füllten nur 5 der 550 analysierten Studien diese Voraussetzungen (46).!
!
1.6.1. Einfluss von Alter auf die experimentelle Schlaganfalltherapie!
Mit höherem Alter kommt es zu einer Vielzahl von Veränderungen, die bei der Suche 
nach neuen Therapiemöglichkeiten berücksichtigt werden müssen, da sie das rege-
nerative Potential einschränken. Bereits vor einem Schlaganfall sind kognitive und 
sensomotorische Fähigkeiten sowie meist generell die körperliche Aktivität und Lern-
fähigkeit im Alter vermindert (66, 67). Typische Schlaganfallpatienten leiden zudem 
oft an chronischen Krankheiten, die Auswirkungen auf das Ausmaß der Schädigung 
und die Regeneration nach dem Schlaganfall haben.!
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1.6.1.1. Einfluss von Nebenerkrankungen!
Der arterielle Hypertonus ist Hauptrisikofaktor für die Entwicklung eines Schlagan-
falls, da er maßgeblich an der Entstehung von Artherosklerose, hypertensiven Herz-
schäden und Erkrankungen der kleinen Hirngefäße, des Small-vessel-disease (SVD), 
beteiligt ist (68). Die Entstehung dieses Leidens steht in enger Verbindung mit der 
Hypertonie, einem erhöhten Alter und einem Diabetes mellitus (67). Es kommt zur 
Dysfunktion des Gefäßendothels und der Blut-Hirn-Schranke. Die Folgen sind 
ischämische und hämorrhagische Infarzierungen, Demenz und Schäden an der wei-
ßen Substanz des Gehirns. Das SVD erhöht damit nicht nur das Schlaganfallrisiko, 
sondern führt auch zu einer verminderten funktionalen Regeneration nach einer 
Ischämie (69).!
!
1.6.1.2. Einfluss des Alters auf die Regeneration!
Das Gehirn reagiert im Alter empfindlicher auf eine Ischämie als in der Jugend. Die 
Rate an apoptotischen Zellen ist höher und die Entzündungsreaktion setzt früher ein 
als bei jungen Tieren (70). Die Folge ist eine frühere Ausbildung der Glianarbe. Diese 
trägt zwar zur Begrenzung des Infarktgeschehen bei, jedoch hemmt sie dadurch 
gleichzeitig auch regenerative Prozesse, wie die Migration von Neuroblasten in das 
Infarktgebiet (siehe Kapitel 1.3.4.1). Des Weiteren sind die neuronale und synapti-
sche postischämische Plastizität eingeschränkt. Postischämische Angiogenese (71) 
und Neurogenese (72) finden in geringerem Umfang als bei jungen Tieren statt. Ana-
log zu diesen Veränderungen, war die sensomotorische Regeneration älterer Tiere in 
ersten Versuchen geringer ausgeprägt, als die von jüngeren (66).!
!
1.6.1.3. Einfluss des Alters auf eine Zelltherapie!
Ein erhöhtes Patientenalter beeinflusst auch die Durchführbarkeit einer Zelltherapie. 
Patienten, die aufgrund eines hämatologischen Leidens eine Knochenmarktransplan-
tation erhalten, haben im Alter ein höheres Risiko an einer GvHD zu erkranken und 
weisen eine höhere Mortalität als jüngere Patienten auf (73). Möchte man ein autolo-
ges Therapiemodell im Alter anwenden, muss man bedenken, dass sich die Zusam-
mensetzung und Funktion des Knochenmarks ändern (74). So sinkt die Zahl der BM 
MSC im Knochenmark (75). Zudem ist das Differenzierungspotenzial der BM MSC 
vermindert (74, 76). Ob hierdurch auch das therapeutische Potenzial des Knochen-
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marks verringert ist, ist unklar. In vivo Untersuchungen, die sich diesem Thema wid-
men, fehlen bisher.!
!
1.6.2. Konsequenzen für weitere experimentelle Studien!
Aus den oben erwähnten Veränderungen durch Alter und Nebenerkrankungen erge-
ben sich mehrere Fragen, deren Beantwortung für die erfolgreiche Etablierung eines 
Zelltherapiemodells wichtig ist:!
• Profitieren Ratten auch noch im hohen Alter von einer Knochenmarkzelltherapie 
des Schlaganfalls?!
• Schränken die Auswirkungen chronischer Erkrankungen den Therapieerfolg ein?!
• Besitzen Knochenmarkzellen älterer Patienten ebenfalls ein therapeutisches Po-
tenzial, wenn sie nach einer zerebralen Ischämie verabreicht werden?!
Um diese Fragen beantworten zu können muss ein Versuchsumfeld geschaffen wer-
den, das die Veränderungen durch Alter und Krankheit berücksichtigt. Die Tiere 
müssten älter als 12 Monate sein und idealerweise an chronischen Krankheiten lei-
den. Von besonderer Bedeutung wäre dabei die arterielle Hypertonie, als Hauptrisi-
kofaktor für den Schlaganfall. Um ein autologes Therapiemodel zu simulieren, müss-
te das Knochenmark von einem älteren Spender stammen. Die Tiere sollten zudem 
möglichst lange überleben. So ließe sich mittels Verhaltenstest auch die langfristige 
Regeneration und die Auswirkungen der Therapie analysieren. Die Ergebnisse könn-
ten wichtige Hinweise für weiterführende Studien, in Anlehnung an die STAIR-Kriteri-




Ziel dieser Studie war es zu überprüfen, ob Ratten auch dann von einer Knochen-
markzelltherapie des Schlaganfalls profitieren, wenn sie bereits ein hohes Alter er-
reicht haben und an chronischen Krankheiten leiden. Des Weiteren sollte untersucht 
werden, ob Knochenmarkzellen älterer Spender ein ähnliches therapeutisches Po-
tenzial besitzen, wie die Zellen junger Spender.!
Um diese Fragen zu überprüfen, wurde ein Versuchsaufbau benutzt, der sich bereits 
in vergleichbaren Studien an jungen Tieren bewährt hat. Im aktuellen Versuch waren 
die Tiere zu Beginn bereits 18 Monate alt und litten an einem arteriellen Hypertonus, 
einer Hyperglykämie, einer Hypercholesterinämie und einer Hypertriglyzeridämie. Ihr 
Risikoprofil sollte dem eines typischen Schlaganfallpatienten möglichst ähnlich sein. 
24 Stunden nach der operativen Induktion einer permanenten zerebralen Ischämie, 
erhielten die Tiere entweder mononukleare Knochenmarkzellen eines 30 Jahre oder 
eines 80 Jahre alten Spenders. Als Kontrolle dienten Tiere, die eine zum Transplan-
tatvolumen äquivalente Menge an PBS erhielten.!
Zur Beurteilung der funktionalen Erholung wurde anschließend eine Reihe von Ver-
haltenstests durchgeführt. Zum Einsatz kamen der modified Neurological Severity 
Score (mNSS), der BeamWalk (BW) sowie der LadderRung-Walking Test (LR). Um 
die Infarktmorphologie in vivo beurteilen zu können, wurden die Tiere in regelmäßi-
gen Abständen im Magnetresonanztomografen (MRT) untersucht. Die Verhaltenstest 
und die MRT-Untersuchungen wurden über einen Zeitraum von 9 Wochen durchge-
führt, um auch einen Einblick in die Langzeitfolgen zu bekommen.!
Abbildung 2.1 zeigt den zeitlichen Ablauf von der Induktion des Schlaganfalls, den 
Verhaltensversuchen und den MRT-Untersuchungen. !
Abbildung 2.1: Versuchsaufbau: Dargestellt ist die zeitliche Abfolge von Verhaltenstest und MRT-Un-
tersuchungen. D: Untersuchungstag, BW: BeamWalk, mNSS: modified Neurological Severity Score, 
LR: LadderRung-Walking Test, MCAO: Operativer Verschluss der Arteria cerebri media, TX: Trans-
plantation, MRT: Magnetresonanzuntersuchung, S: Sacrifice 
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3. Material und Methoden!
!
3.1. Tiere!
Als Versuchstiere dienten männliche spontan-hypertensive (SH) Ratten (n=30), im 
Alter von 18 Monaten. Neben der Hypertonie ist die SH Ratte durch eine Insulinresis-
tenz, Hyperinsulinämie, Hypertriglyzeridämie und Hypercholesterinämie gekenn-
zeichnet (77-79). Damit zeigt sie Charakteristika des Metabolischen Syndroms und 
somit ähnliche Merkmale wie typische Schlaganfallpatienten. Des Weiteren lassen 
sich in ihr reproduzierbare und vergleichbare Infarkte induzieren (80). Ein weiterer 
Vorteil ist, dass sie - im Gegensatz zu anderen Rattenstämmen, die häufig als Ver-
suchstiere in Verhaltenstest eingesetzt werden - Langzeitdefizite nach experimentel-
lem Infarkt zeigt (81). !
Die Ratten wurden im Alter von 4 Monaten über Charles River WIGA GmbH bezo-
gen. Anschließend wurden sie in Gruppen von 4 bis 5 Tieren in einem Zuchtraum des 
Medizinisch Experimentellen Zentrums (MEZ) der Universität Leipzig gehalten. Dort 
herrschten eine konstante Raumtemperatur von 22 - 24°C und einem Tag-Nacht-
Rhythmus von je 12 Stunden. Wasser und Nahrung standen den Tieren während des 
gesamten Versuchszeitraumes ad libitum zur Verfügung. Bis zu dem Alter von 18 
Monaten wurden die Ratten ausschließlich von dem Tierpflegepersonal des MEZ 
versorgt. Vor Beginn der Konditionierung für die Verhaltensversuche wurde den Tie-
ren eine einwöchige Eingewöhnungszeit an den Testungsraum gewährt. Anschlie-
ßend kam es zur ersten Kontaktaufnahme mit den Personen, die später auch die 
Verhaltenstests durchführt haben. Zum Versuchsbeginn hatten die Tiere ein durch-
schnittliches Gewicht von 392 ± 30g.!
!
3.2. Ausschlusskriterien!
Um eine homogene Gruppe von Versuchstieren zu erhalten, galten während des ge-
samten Versuches Kriterien, die durch die Tiere erfüllt werden mussten, um weiterhin 
Teil des Versuches zu bleiben. Erstes Ausschlusskriterium war der gesundheitliche 
Zustand bei Ankunft im MEZ und während des Alterungsprozess. Zeigten die Tiere 
gesundheitliche Schäden oder Verhaltensauffälligkeiten wurden sie nicht mit in den 
Versuch aufgenommen. Weitere Ausschlusskriterien wurden während der Verhal-
tensversuche angewandt. Im LadderRung-Walking Test kam es zum Versuchsaus-
schluss, wenn sich das Tier weigerte, während der Baseline-Erhebung die Apparatur 
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zu durchlaufen (siehe auch Kapitel 3.6.4). Wurden präoperativ mNSS-Werte von we-
niger als 3 Punkten oder eine BeamWalk Kategorie mehr als 1 erzielt, kam es eben-
falls zum Ausschluss aus dem Versuch (siehe Kapitel 3.6.2 und 3.6.3). Ausschlusskri-
terium während des operativen Verschlusses der mittleren Zerebralarterie, war ein 
intraoperativer Temperaturabfall unter 36,0°C über mehr als 10 Minuten. Bei solch 
einem Temperaturabfall konnte eine protektive Wirkung der Hypothermie nicht aus-
geschlossen und darauf folgenden Leistungen in den Verhaltensversuchen nicht si-
cher einem Therapieerfolg zugeordnet werden (siehe auch Kapitel 1.5.). Im MRT kam 
es zum Ausschluss aus dem Versuch, wenn sich nur ein Teilverschluss der Arteria 
cerebri media zeigte und sich dementsprechend nur ein Teil des rechtshemispheriel-
len Kortex ischämisch demarkierte. Des Weiteren waren Hinweise im MRT auf intra-
kranielle Neoplasien und andere Erkrankungen Grund für einen Versuchsausschluss. 
Tiere, die während der Operation, der Transplantation oder im Laufe des weiteren 




Als Spender der mononuklearen Knochenmarkzellen dienten ein gesunder 30-jähri-
ger Mann und eine gesunde 80-jährige Frau. Bei dem Gewinn des Zellmaterials  über 
eine Beckenkammpunktion wurden strikte Ethikvorgaben der Universitäten Leipzig 
eingehalten. !
Die Aufbereitung des Knochenmarks mittels Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation er-
folgte durch Frau Doreen Reich und Frau Susann Hau. Das Knochenmarkblut wurde 
mit PBS im Verhältnis 1:2 gemischt. Anschließend wurde das Gemisch mit einem 
Lymphozytenseparationsmedium überschichtet und für 20 Minuten bei 800x g zentri-
fugiert. In Folge der Zentrifugation schichteten sich die einzelnen Bestandteile dich-
teabhängig: die schweren Erythrozyten und Granulozyten lagerten sich am Boden 
ab, während sich Serum und Thrombozyten oben sammelten. Dazwischen bildete 
sich eine weißliche Interphase, die die Lymphozyten, Monozyten und mononuklearen 
Zellen enthielt (siehe Abbildung 3.1). Dieser Ring wurde mittels einer Pipette abge-
saugt und in Röhrchen mit PBS überführt. Nach einer weiteren Zentrifugation mit 
400x g, setzte sich ein Zellpellet am Boden des Röhrchens ab. Verbliebene Erythro-
zyten wurden durch die Zugabe von destilliertem Wasser lysiert und in einem weite-
ren Waschschritt entfernt. Das verblieben Zellpellet wurde mit einer Lösung aus PBS 
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mit 10% Anteil fetalem Kälberserum (FKS) resuspendiert und die Zellzahl pro Milliliter 
mittels Neubauer Zählkammer ermittelt. Das so erhaltene Zellmaterial entsprach den 
mononuklearen Zellen des Knochenmarks.!
!Abbildung 3.1 Dichtegradientenzentrifugation nach 
Pinero et al. (82): Das Knochenmarkblut wurde mit Fi-
coll-Lösung geschichtet und zentrifugiert. Durch die 
Zentrifugation schichteten sich die Bestandteile des 
Blutes ihrer Dichte nach. Erythrozyten und Granulozy-
ten lagerten sich am Boden ab, während sich Serum 
und Thrombozyten im Überstand ansammelten. Da-
zwischen bildete sich ein Lymphozytenring in dem die 
mononuklearen Zellen des Knochenmarks enthalten 
waren. Diese Interphase wurde abgetragen und durch 
weitere Zentrifugation gereinigt. !!!
Um die Zellen langfristig verfügbar zu halten, wurden sie anschließend eingefroren. 
Die im ersten Schritt gewonnene Zellsuspension wurde erneut mit 400x g für 10 Mi-
nuten zentrifugiert. Der entstandene Überstand wurde verworfen und je 1x107  Zellen 
in 1 ml 4°C kaltem Einfriermedium aus FKS mit 10% Anteil Dimethylsulfoxid (DMSO) 
in einem Einfrierröhrchen resuspendiert. Dieses Röhrchen wurden anschließend in 
eine Nalgene Einfrierbox gestellt, die mit 4°C kaltem Isopropanol gefüllt war. Nach 12 
Stunden Lagerung bei -80°C erfolgte die Überführung in einen Stickstoffbehälter, in 
dem die Zellen bei -196°C endgültig gelagert wurden.!
!
3.4. Operativer Verschluss der mittleren Zerebralarterie!
Die zerebrale Ischämie wurde durch einen operativen Verschluss der Arteria cerebri 
media herbeigeführt (middle cerebri artery occlusion, MCAO) (83). Zu Beginn wurden 
die Ratten mit CO2 sediert und anschließend mit einem Gemisch aus 1,33 ml/kgKG 
Ketamin, 0,45 ml/kgKG Rompun® (Wirkstoff: Xylazinhydrochlorid) und 0,24 ml/kgKG 
Atropin narkotisiert. Die Narkosetiefe wurde anhand des Ausfalls des Kornealreflexes 
und der fehlenden Reaktion auf Setzen eines Schmerzreizes am Fuß überprüft. Blieb 
eine Reaktion auf beide Reize aus, war die Ratte ausreichend narkotisiert.!
Zur weiteren Vorbereitung gehörten die Rasur der rechten Schläfe und das Auftragen 
von Bebanthen-Augensalbe auf beide Augen um ein intraoperatives Austrocknen zu 
vermeiden. Die Ratten wurden mit einem Schnauzenhalter mit Bissleiste fixiert und 
lagen während der Operation auf einem Wärme-Kissen. Zu der perioperativen Über-
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wachung der Kreislauffunktion wurden ein Pulsoxymeter und ein rektales Thermome-
ter eingesetzt. !
Nach dem Hautschnitt zwischen rechtem Auge und Ohr über dem Musculus tempo-
ralis, wurden alle weiteren Schritte unter einem OP-Mikroskop durchgeführt. Dazu 
gehörtem Präparation der Schädeldecke und die Darstellung der Fossa temporalis. 
Anschließend wurde der Schädelknochen mit einem handelsüblichen K9-Zahnarzt-
bohrer bis auf eine zarte Lamelle reduziert, wobei darauf geachtet wurde, die Dura 
mater intakt zu belassen. Nach der manuellen Entfernung der Schädellamelle und 
der Eröffnung der Dura mater wurde die Arteria cerebri media mit einem Haken un-
terfahren und um 0,5 mm angehoben. Durch einen thermischen Verschluss des Ge-
fäßes wurde der Schlaganfall induziert. Die Operation wurde durch die Naht von 
Muskelfaszie und Haut mit einem resorbierbaren Faden der Größe 6-0 beendet.!
Durch die Orientierung an den oben genannten spezifischen anatomischen Struktu-
ren, wurde die Reproduktion einer Ischämiezone von vergleichbarer Größe und Lo-
kalisation ermöglicht. Aufgrund dessen zeigten die Tiere nach der Operation eine ge-
ringere Varianz der neurologischen Defizite.!
Nach der OP wurden die Tiere zur Vermeidung der gegenseitigen Wunderöffnung 5 
Tage in Einzelkäfigen gehalten. Die postoperative Schmerzmedikation wurde mit ei-
nem Gemisch aus 2 ml 5%-iger Glukose-Lösung und 1 g Novalminsulfat durchge-
führt. Einmalig wurden 0,4 ml dieses Gemisches mit 40 ml H2O aufgefüllt und dem 
Tier zur freien Verfügung gestellt. Zur weiteren postoperativen Überwachung zählte 




Vor der Transplantation wurden die tiefgefrorenen Zellen aufgetaut und das Trans-
plantat aufbereitet. Die Einfrierröhrchen wurden in ein 37°C warmes Wasserbad plat-
ziert und anschließend in 10 ml Röhrchen überführt. Diese enthielten eine Mischung 
aus 1 ml DNAse-haltige Lösung (2000U DNAse/ml H2O) und 300 μl 0,5 M MgCl2. 
Nach der tropfenweisen Zugabe von 37°C warmen RPMI Zellkulturmedium folgte die 
10-minütige Zentrifugation bei 1000× g. An einen Waschvorgang mit 100 ml DNAse-
haltigem Waschpuffer, schloss sich eine weitere Zentrifugation an. Das hierbei ent-
standene Zellpellet wurde in RPMI Medium resuspendiert und die Zellzahl mittels 
Neubauer-Zählkammer bestimmt. !
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Für die Transplantation wurden die Tiere, gemeinsam mit einem in Isofluran getränk-
tem Tuch, in einen großen Glasbehälter gelegt und narkotisiert. Anschließend wurden 
die Therapeutika über einen venösen Zugang in einer der Schwanzvenen des Tieres 
injiziert. Dazu dienten entweder 8x106 Zellen pro kg KG des 30-jährigen Spenders 
(junges Knochenmark), 8x106 Zellen pro kg KG der 80-jährigen Spenderin (altes 
Knochenmark) oder 0,8ml PBS als äquivalentes Volumen zum Transplantat (Kontrol-
le). Die Auswahl des Therapeutikums für jedes Tier erfolgte zufällig. Die Verabrei-
chung wurde von Personen durchgeführt, denen die Zusammensetzung des Trans-
plantates nicht bekannt war. !
!
3.6. Verhaltensversuche!
Die Verhaltensversuche dienten der Beurteilung von motorischen und sensorischen 
Fähigkeiten der Versuchstiere. Sie wurden während der gesamten Versuchslaufzeit 
regelmäßig durchgeführt, um eine Aussage über die Entwicklung der einzelnen Tiere 
treffen zu können. In diesem Versuch wurden der modified Neurological Severity 
Score, der BeamWalk und der LadderRung-Walking Test, eingesetzt. Die Anwendung 
dieser drei Tests erlaubte die differenzierte Beurteilung von funktionellen Defiziten 
und ihrer Entwicklung während des Versuches. Das folgende Kapitel erläutert diese 
Tests im Einzelnen. Die Durchführung und Auswertung aller Verhaltensversuche er-




Drei Wochen vor der Auslösung des Schlaganfalles wurden die Tiere in ihren Aufent-
haltsraum im MEZ gebracht. Dieser diente gleichzeitig als Durchführungsort der Ver-
haltenstests. Zur Adaptation an den Untersuchungsdurchführer erfolgte ab zwei Wo-
chen vor Testbeginn eine tägliche Kontaktaufnahme. Zwölf Tage vor Versuchsbeginn 
begann das Erlernen des BeamWalks. Hierzu wurden die Tiere anfänglich mit Unter-
stützung am Schwanz auf die Stange platziert. Mit fortschreitendem Lernerfolg wur-
den die Hilfestellungen reduziert. Einen Tag vor der Operation wurden die Aus-
gangswerte der drei Verhaltenstest mNSS, BeamWalk und LadderRung-Walking Test 




Beim mNSS (57) werden motorische und sensible Eigenschaften sowie Reflexe der 
Ratte beurteilt. Er besteht aus mehreren Einzeluntersuchungen für die jeweils Punkte 
verteilt werden. Eine Punktzahl von 0 wird bei unauffälligem Untersuchungsbefund 
vergeben. Zeigt ein Test ein pathologisches Ergebnis, werden je nach Maß des Aus-
falls 1 bis 6 Punkte vergeben. Die Motorik wird mittels des Muskeltonus und anhand 
der Beurteilung von natürlichen Bewegungsabläufen (hier: Laufen auf einer Ebene) 
untersucht. Um die Sensorik beurteilen zu können, wurden visuelle, taktile und pro-
priozeptive Fähigkeiten getestet. Tabelle 3.1 zeigt eine Übersicht der einzelnen Un-
tersuchungen und der Punkteverteilung der mNSS, während in Abbildung 3.2 einige 
Teiluntersuchungen dargestellt sind.!
 
Abbildung 3.2: mNSS: Exemplarische Darstellung dreier Teiluntersuchungen des mNSS. Unter A ist 
die Prüfung des Muskeltonus eines Hinterbeines zu sehen. Die Ratte leistet reflektorisch Widerstand 
beim Pressen des Beines auf den Boden. Ist der Muskeltonus vermindert, kann sie keinen Widerstand 
leisten. In Abbildung B ist das Anheben der Ratte am Schwanz zu sehen. Das linke Hinterbein ist 
deutlich abgespreizt, wie es nach dem Infarkt auf Grund des verminderten Muskeltonus zu 
beobachten ist. Bild C zeigt die Prüfung des Pinnareflex. Mit einem dünnen, weichen Objekt, hier ein 
zusammen gerolltes Papiertuch, wird der Gehörgang der Ratte gereizt. Spürt sie diesen Reiz, schüttelt 
sie zur Abwehr reflektorisch den Kopf.!!
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Tabelle 3.1 mNSS: Punktevergabe im modified Neurological Severity Score. Eine Punktzahl 
von 0 entspricht einem völlig gesundem Tier. Eine Punktzahl von 18 steht für eine maximale 
Beeinträchtigung. 
 Modified Neurological Severity Score Punkte
 Motorischer Test
 Anheben der Ratte am Schwanz (Normal = 0; Maximum = 3) 3
 Beugen der Vordergliedmaßen 1
 Beugen der Hintergliedmaßen 1
 Kopfdrehung >10° in der Vertikalachse innerhalb 30s 1
 Beurteilung des Gangbildes auf ebener Fläche 3
 Normales Laufen 0
 Unvermögen, gerade zu laufen 1
 Kreisen zur Pareseseite 2
 Fallen zur Pareseseite 3
 BeamWalk Test 6
 Sichere Haltung 0
 Ergreifen der Balkenseite 1
 Klammern und Herunterhängen einer Extremität 2
 Klammern und Herunterhängen zweier Extremitäten 3
 Herunterfallen innerhalb 40s 4
 Herunterfallen innerhalb 20s 5
 Herunterfallen ohne Halteversuch 6
 Sensomotorische Test 2
 Platzierungstest  





 Reflexe und Bewegungsstörungen 4
 Pinnarreflex (Kopfschütteln nach Reizen des äußeren Gehörgangs) 1
 Kornealreflex 1
 Schreckreflex 1
 Myoklonie, Atonie, Krampfanfälle 1
 Maximale Punktzahl 18
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3.6.3. BeamWalk!
Bei dem BeamWalk (84) lief die Ratte über eine runde, 1 m lange und 12 mm starke 
Stange, wobei die dafür benötigte Zeit gemessen wurde. Pro Untersuchungstag lief 
jedes Tier 5 Mal über die Stange. Maximale Versuchsdauer pro Lauf waren 20 Se-
kunden. Brauchte die Ratte länger wurde der Versuch abgebrochen und 30 Sekun-
den als maximale Versuchsdauer notiert. Gleiches passierte bei einem Sturz des Tie-
res. Anschließend wurde der Mittelwert gebildet und zum Zwecke der statistischen 
Auswertung einer Kategorie von 0 - 5 zugeordnet (siehe Tabelle 3.2). Der BeamWalk 
wurde einen Tag vor und bis zum 7. Tag nach MCAO täglich durchgeführt. Danach 
erfolgte die Testung bis zum 63. Tag nach MCAO in wöchentlichen Abständen. !
!Abbildung 3.3:!
BeamWalk: zeigt zwei 
Tiere beim Überque-
ren des BeamWalks. 
In Bild A ist eine Ratte 
nach MCAO beim Ba-
lancieren zu sehen. 
Bild B zeigt eine Ratte 
nach Sturz und Hän-
gen an der Stange.!!
Tabelle 3.2 BeamWalk: Zuordnung der Laufleistung im BeamWalk in Sekunden zu der jewei-
ligen Kategorie. Die Kategorien dienten dazu, die Leistung zu validieren.!!
3.6.4. LadderRung-Walking Test!
Mit dem LadderRung-Walking Test (85) (Sprossen-Lauf Test) werden sensomotori-
sche Ausfälle nach Schlaganfall der Ratte qualitativ und quantitativ dargestellt. Die 
Apparatur besteht aus zwei Plexiglasscheiben zwischen denen einzelne 3 mm starke 
Metallsprossen platziert werden können. !
Kategorie 0 1 2 3 4 5
Zeit (s) 0-5 5-10 10-15 15-20 Hängen Fallen
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  !
Die Sprossen werden in einer Höhe von 25 cm angebracht. Ihr Abstand lässt sich 
zwischen 1 cm und 5 cm variieren. Die Ratte überquert insgesamt eine Strecke von 1 
m. Als Motivation dient lediglich der Heimatkäfig am Ende der Apparatur. Qualitatives 
Kriterium ist die Pfotenplatzierung auf den einzelnen Sprossen. Diese wird für jeden 
Schritt und jede Extremität einzeln beurteilt. Die Anzahl der Fehler und die benötigte 
Zeit dienen als quantitatives Kriterium. Um ein Erlernen der Sprossenreihenfolge zu 
verhindern, wird die Reihenfolge an den einzelnen Messtagen variiert. Sie ist für alle 
Tiere zu demselben Untersuchungszeitpunkt gleich. !
Pro Tag und Ratte wurden drei technische Replikate durchgeführt. Jeder Lauf wurde 
mit einer Sony Handycam HDR-HC5E aufgezeichnet. Die einzelnen Videos wurden 
anschließen mit den Programmen MPEG Streamclip und VirtualDub bearbeitet. Hatte 
sich die Ratte nicht fortbewegt, wurde die Sequenz aus dem Video herausgeschnit-
ten. Ziel war, Videos zu erhalten, in denen die Ratte kontinuierlich läuft, um so die 
reine Laufzeit ermitteln zu können. !
Die Auswertung der Pfotenplatzierung erfolgte mit dem Programm Mediaplayer clas-
sic. Dabei wurde jeder Platzierung der Vorder- und Hinterpfoten auf einer Sprosse 
ein Wert zwischen 0 - 6 Punkten zugeordnet. Die Punkte 0 - 2 wurden als Fehler ge-
zählt. Eine Punktzahl von 3 - 6 galt als Variation der Pfotenplatzierung (siehe Abbil-
dung 3.5). Platzierungen der Pfote, die nach einem Fehler erfolgten wurden nicht mit 
in die Wertung einbezogen, um eine doppelte Beurteilung eines Schrittes zu vermei-
den. Pro Messtag wurden für jede Ratte die durchschnittlich benötigte Gesamtschritt-
zahl und der Anteil an Fehlern, die so genannte Fehlerquote, für jede Pfote ermittelt. 
Abbildung 3.4 LadderRung-Walking Test: A zeigt eine schematische Darstellung des Lad-
derRung-Walking Test mit Maßangaben in Zentimeter. Unter B ist die im Versuch benutzte 
Apparatur mit Kamera zu sehen.
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Abbildung 3.5 zeigt eine schematische Einteilung der einzelnen Platzierungsmöglich-
keiten am Beispiel einer Vorderpfote.!
!
Abbildung 3.5 LadderRung-Walking Test;!
Beurteilung der Fußplatzierung: 
!
!3.6.4.1. Festlegung eines Fehlermaßes zum Therapiegruppenvergleich mittels der 
Fehlerquote!
Um die Therapiegruppen anhand der Fehlerquote vergleichen zu können, standen 
verschiedene Parameter als potenziales Fehlermaß zur Verfügung: !
• die Gesamtfehlerquote aller Extremitäten!
• die Fehlerquote einer einzelnen Extremität !
• die gemeinsame Fehlerquote der zum Infarkt kontralateralen Extremitäten!
• die gemeinsame Fehlerquote der zum Infarkt ipsilateralen Extremitäten !
• die Differenz der Fehlerquote von kontra- und ipsilateraler Seite.!
Ein geeignetes Fehlermaß musste zwei Bedingungen erfüllen. Einerseits musste es 
die Schädigung durch den Infarkt gut beschreiben, die Differenz zwischen den Wer-
ten zur Baselineerhebung und Tag 2 also möglichst groß sein. Anderseits musste 
der Parameter die Erholung in der Kontrollgruppe gut wiedergeben, also eine große 
Differenz zwischen den Werten an Tag 2 und Tag 55 aufweisen. Um die einzelnen 
Parameter vergleichen zu können, wurde ihre Effektgröße berechnet. Die Effektgröße 
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0 Die Ratte verfehlt die Spross komplett
1 Die Sprosse wird berührt, die Ratte rutscht tief ab
2 Die Ratte berührt die Sprosse und rutscht leicht ab!
3 Die Ratte platziert die Pfote auf eine Sprosse, stellt 
sie dann aber schnell auf eine andere
4 Die Pfote zielt auf eine Sprosse, wird aber auf eine 
andere gestellt oder die Ratte korrigiert die 
Fußstellung auf der Stange
5 Die Ratte berührt die Sprosse mit dem Gelenk oder 
den Zehen
6 Korrekte Pfotenstellung, Sprosse wird umgriffen
ergab sich aus dem Verhältnis der mittleren Differenz zur Standardabweichung der 
Differenz:!
beziehungsweise: !
Anschließend wurden die Fehlerquoten der geeigneten Parameter miteinander korre-
liert, um einen gegenseitigen Einfluss zu untersuchen. Als geeignetes Fehlermaß 
wurde in Anbetracht der Ergebnisse die gemeinsame Fehlerquote aller Extremitäten 
gewählt (siehe auch Kapitel 4.2.3.2.2)!
!
3.7. Magnetresonanztomographie!
Die magnetresonanztomographischen Untersuchungen dienten der Darstellung des 
zerebralen Infarktes in vivo über die gesamte Dauer des Experimentes. Hierzu wur-
den die Tiere an den Tagen 1, 8, 29 und 63 nach MCAO im MRT untersucht. Die 
Durchführung und Auswertung der MRT-Untersuchungen erfolgte von Personen, de-
nen die Therapiegruppenzugehörigkeit der einzelnen Tiere nicht bekannt war. !
Die MRT-Untersuchungen erfolgten an einem 1,5 Tesla Magnetresonanztomografen 
der Klinik für Diagnostische und Interventionelle Radiologie des Universitätsklinikums 
Leipzig. Zu Beginn wurden die Tiere wie zur MCAO narkotisiert (siehe Kapitel 3.4), 
auf einer Vorrichtung aus Styropor gelagert und der Kopf in eine Spule von 47 mm 
Durchmesser platziert. !
Die Aufnahme des Rattenhirns erfolgte in T2-Wichtung. Hierbei entstanden pro Tier 
und Untersuchungstag 20 koronare Aufnahmen in einem Abstand von 1 mm. Das in-
takte Hirngewebe stelle sich als hypointens, der Infarkt und die mit Flüssigkeit gefüll-
ten Liquorräume als hyperintens dar. Dieser Unterschied in Intensität erlaubte die 
Ausmessung des Infarktes auf den einzelnen Schnittbildern. Abbildung 3.6 zeigt 
exemplarisch typische Schnittbilder, aufgenommen einen Tag nach MCAO.!
(Fehlerquote Tag 2 - Fehlerquote Baseline)
Standardabweichung der Differenz
(Fehlerquote Tag 55 - Fehlerquote Tag 2)
Standardabweichung der Differenz
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Abbildung 3.6 MRT: exemplarische Schnittbilder eines Rattenkopfes. Es handelt sich um T2-gewichte-
te Aufnahmen einen Tag nach operativem Schlaganfall. Die Schnitte sind von links nach rechts von 
frontal nach okzipital angeordnet. Der Infarkt stell sich als hyperintenses, weißliches Gebiet am Rande 
der rechten Hirnhemisphäre dar. Unmittelbar an den Infarkt angrenzend sind die OP-Narbe und eine 
Schwellung im Bereich des operativen Zugangs zu erkennen. Aufgrund der Betrachtungsweise von 
vorne, befindet sich die rechte Seite des Tieres im Schnittbildverfahren auf der linken Bildseite. Im 
Rahmen der späteren Auswertung wurde sich ausschließlich auf das Gehirn konzentriert.  !
Mit Hilfe des Programms ImageJ wurden Areale mit unterschiedlicher Intensität von-
einander abgegrenzt und in folgende Komponenten unterteilt: Infarkt, ipsi- und kon-
tralaterale Seitenventrikel und die ipsi- und kontralateralen Hemisphären. Die erhal-
tenen Flächenangaben und der Abstand der einzelnen Schnittbilder erlaubt die Hoch-
rechnung auf ein Gesamtvolumen.!
Abbildung 3.7 MRT: Dargestellt sind die Schnittbilder des Gehirns einer Ratte von links nach rechts 
von Tagen 1, 8, 29 und 63. Die Bilder wurden an ähnlicher Lokalisation aufgenommen und zeigen die 
Entwicklung des Infarktes (rot bis gelb) und der Seitenventrikel (blau) !!
Zur Analyse des Infarktvolumens dienten einerseits die absolut gemessenen Volumi-
na und andererseits der sogenannte Infarktquotient. Dieser setzt die Infarktvolumina 
an den Untersuchungstagen 8, 29 und 60 in Bezug zu dem Volumen an Tag 1. Er 
zeigt folglich an, auf welchen Prozentteil des Ausgangsvolumen das Infarktvolumen 
an den Folgetagen gesunken ist. Er erlaubt somit eine Beurteilung der Infarktvolu-
menentwicklung, die unabhängig von der Größe des ursprünglichen Infarktes ist.!
!!!
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3.8. Tötung und Perfusion!
Für die Tötung wurden die Tiere in eine mit CO2 gefüllte Kammer platziert. Die hohe 
CO2-Konzentration wirkte sedierend und atemdepressiv. Nach Aussetzen der Spon-
tanatmung und Abklingen reflektorischer Muskelkloni, wurden die Tiere aus der 
Kammer genommen und auf einer Styroporplatte fixiert. !
Anschließend wurde der Thorax mit einer OP-Schere eröffnet, der linke Ventrikel mit 
einer Kanüle punktiert und der rechte Vorhof inzidiert, um einen Blutabfluss zu erlau-
ben. Die Kanüle wurde über einen Schlauch mit einer Pumpe verbunden und die Tie-
re mit 200 ml PBS und anschließend 250 ml 4 %-iger Formalinlösung perfundiert. 
Nach erfolgter Perfusion erfolgte die Dekapitierung. Anschließend wurde das Gehirn 
von basal präpariert. Hierzu wurde zuerst die Kaumuskulatur von dem Knochen ab-
getrennt und anschließend der Unterkiefer luxiert. Es folgte die vorsichtige Abtragung 
der Schädelbasis mit einer OP-Klemme, ohne das Gehirngewebe zu beschädigen. 
Nach Durchtrennung der Hirnnerven und Herausnahme des Gehirns erfolgte dessen 
Lagerung in 10 %-iger Succhrose-Lösung bei 4°C. Zur Vitrifizierung erfolgte nach je 
24 Stunden eine Umlagerung in 20 %-ige und schließlich 30 %-ige Succhrose-Lö-




Zu Beginn erfolgte die Berechnung der benötigten Gruppengröße mittels multivariater 
Varianzanalyse. Das Infarktvolumen eignete sich hierfür besonders gut, da es im Ge-
gensatz zu den Ergebnissen in den Verhaltensversuchen meist normalverteilt ist. Als 
Orientierung diente ein detektierbarer Unterschied im Infarktvolumen von 20%, ein 
Konfidenzintervall von 0.80 und eine Standardabweichung von 16 mm3. Als Grundla-
ge zur Berechnung, dienten Ergebnisse aus vorherigen Untersuchungen in der Ar-
beitsgruppe (86).!
Die statistische Auswertung des Infarktvolumens erfolgte bei Normalverteilung der 
Werte mittels univariater Varianzanalyse. Zur Auswertung der Verhaltensversuche 
diente die AUC (Fläche unterhalb der Kurv, Englisch: area under the curve). Um die-
se Größe zu erhalten, wurde das Integral der Kurve zwischen zwei definierten Punk-
ten (hier zwischen zwei Untersuchungstagen) gebildet. Sie eignet sich besonders 
gut, da sie die Leistung nicht punktuell an den jeweiligen Untersuchungstagen analy-
siert, sondern die zeitliche Entwicklung berücksichtigt (87). Waren die Werte normal 
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verteilt, erfolgte die Analyse mittels multivariater Varianzanalyse. Bei keiner Normal-
verteilung kamen der Kruskal-Wallis-Test und der Wilcoxon-Mann-Whitney-Test zum 
Einsatz. !
Die statistische Auswertung der Verhaltensversuche wurde durch Herrn Dr. Dirk Ha-
senclever und Herrn PD Dr. Markus Scholz des Instituts für Medizinische Informatik, 
Statistik und Epidemiologie der Universität Leipzig begleitet. Als statistisch signifikant 





4.1. Mortalität und Ausschluss!
Während des gesamten Versuchszeitraumes wurden Gesundheit und Leistung der 
Tiere anhand der in Kapitel 3.2 beschriebenen Ausschlusskriterien, beurteilt und be-
obachtet. Hieraus ergab sich im Verlauf die endgültige Gruppenzusammensetzung 
(siehe Tabelle 4.1), deren Entstehung im folgenden Abschnitt geschildert ist. !
Anhand der Leistung in den Verhaltenstest, wurden keine Tiere aus dem Versuch 
ausgeschlossen. Da keine der Ratten in der Lage war den BeamWalk zu erlernen, 
wurde die Leistung in diesem Verhaltenstest nicht als Ausschlusskriterium ange-
wandt. Ein MRT-morphologischer Teilinfarkt war Ausschlussgrund zweier Ratten. Im 
Versuchsverlauf verstarben insgesamt 8 Tiere. Von den ursprünglichen 30 Tieren 
gingen somit 20 in die Auswertung ein. Die gesamte Mortalität betrug 24% Prozent. 
In der Gruppe, die junges Knochenmark (KM) erhielten, lag sie bei 40%, in der mit 
alten KM behandelten und in der Kontrollgruppe, betrug sie jeweils 30%. Ein signifi-
kanter Unterschied in der Mortalität zwischen den verschiedenen Therapiegruppen 
wurde nicht festgestellt (p=0,39).!
!
Abbildung 4.1: Mortalität und Ausschluss-
kriterien: Von ursprünglich 30 Tieren ver-
starben insgesamt 8  während der MCAO, 
der Transplantation oder im weiteren Ver-
suchsverlauf. Die Mortalität betrug damit 
24%. Zwei Tiere wurden aufgrund eines Teil-
infarktes im MRT aus des Auswertung aus-
schlossen. Insgesamt gingen 20 Tiere in die 
Auswertung ein. 
Tabelle 4.1 Therapiegruppenzusammensetzung: Anhand der in Kapitel 3.2 genannten und in Abbil-
dung 4.1 dargestellten Ausschlusskriterien ergab sich die Größe der einzelnen Therapiegruppen. Zur 
Randomisierung in die jeweiligen Versuchsgruppen kam es bereits vor Versuchsbeginn.!
Therapiegruppe Junges KM Altes KM Kontrolle





Bereits während der Konditionierungsphase zeigten die alten SH Ratten Schwierig-
keiten beim Erlernen des BeamWalks. Zur Baseline-Erhebung war keines der Tiere in 
der Lage, den BeamWalk in seiner ganzen Länge zu überqueren. In der zweiten Ver-
suchshälfte zeigten die Tiere schließlich keine Anstrengungen mehr, über die Stange 
zu laufen und ließen sich unmittelbar nach Aufsetzen wieder fallen. Dieses Verhalten 
setzte sich unabhängig von Therapiegruppenzugehörigkeit durch (siehe Abbildung 
4.2 und Tabelle 4.2).!
!
Abbildung 4.2 BeamWalk;  
Therapiegruppenvergleich:  
Darstellung der BeamWalk-Leistung in 
Kategorien. Angegeben sind Gruppenmit-
telwerte ± SD. Bereits vor Induktion des 
Schlaganfalls ist zu erkennen, dass die 
Tiere nicht in der Lage waren, den Be-
amWalk zu überqueren. Im Laufe des 
Versuches verbesserte sich demzufolge 
auch nicht die Leistung. Die Tiere spran-
gen vom Balken und behinderten somit 
die Durchführung und die Auswertbarkeit 
des Test. 
Tabelle 4.2 BeamWalk; Therapiegruppenvergleich: Auflistung der erzielten BeamWalk Leistung als 
Gruppenmittelwerte ± SD. Die zunehmende Testverweigerung der Versuchstiere ist deutlich anhand 
der sinkenden Standardabweichung zu erkennen.!
Junges KM Altes KM Kontrolle
Baseline 4,45 ± 0,26 4,54 ± 0,46 4,48 ± 0,23
Tag 2 4,67 ± 0,32 4,70 ± 0,21 4,55 ± 0,31
Tag 4 4,63 ± 0,29 4,68 ± 0,44 4,67 ± 0,28
Tag 7 4,63 ± 0,34 4,73 ± 0,30 4,71 ± 0,28
Tag 12 4,69 ± 0,32 4,83 ± 0,31 5,0 ± 0,00
Tag 20 4,90 ± 0,17 5,00 ± 0,00 5,0 ± 0,00
Tag 27 5,00 ± 0,00 4,97 ± 0,08 4,94 ± 0,10
Tag 34 5,00 ± 0,00 4,30 ± 1,86 5,00 ± 0,00
Tag 42 5,00 ± 0,00 5,00 ± 0,00 5,00 ± 0,00
Tag 48 5,00 ± 0,00 4,26 ± 1,89 5,00 ± 0,00
Tag 55 5,00 ± 0,00 5,00 ± 0,00 5,00 ± 0,00
Tag 61 5,00 ± 0,00 5,00 ± 0,00 5,00 ± 0,00
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Der BeamWalk erwies sich damit als ungeeignet, eine Schädigung oder eine funktio-
nale Erholung nach MCAO darzustellen und ging nicht in die Therapiebeurteilung mit 
ein. In Abbildung 4.2 und Tabelle 4.2 sind die Gruppenmittelwerte ± SD dargestellt.!
!
4.2.2. mNSS!
Die Ratten zeigten bereits vor Induktion des Schlaganfalls Defizite im mNSS. Diese 
verteilten sich homogen auf die einzelnen Versuchsgruppen (p=0,20) (siehe Abbil-
dung 4.3 und Tabelle 4.3).!
!
!
Abbildung 4.3 mNSS; Therapiegruppen-
vergleich: Dargestellt sind Gruppenmittel-
werte ± SD für mNSS Score. Nach MCAO 
stiegen die Werte in allen Gruppen signifi-
kant an (p<0,001). Eine Erholung bis zu 
Tag 63 war nicht erkennbar. Weder an Tag 
2 (p=0,29), noch an Tag 63 (p=0,21), ergab 
sich ein signifikanter Unterschied zwischen 
den Therapiegruppen. Ein Einfluss der 
Zelltherapie ist nicht festzustellen.!
!
Tabelle 4.3 mNSS; Therapiegruppenvergleich: Aufgelistet sind Gruppenmittelwerte ± SD für den 
mNSS an den jeweiligen Untersuchungstagen.!
Nach MCAO stieg die mNSS um den Faktor 2 im Vergleich zu präoperativen Werten 
an und war somit signifikant höher als zuvor (p<0,0001). Zwischen den einzelnen 
Junges KM Altes KM Kontrolle
Baseline 4,11 ± 1,17 4,68 ± 1,19 3,78 ± 0,97
Tag 2 8,63 ± 2,72 8,00 ± 0,93 7,67 ± 1,00
Tag 4 8,00 ± 2,08 8,50 ± 1,07 8,22 ± 0,83
Tag 7 7,88 ± 2,20 8,00 ± 1,20 8,33 ± 1,12
Tag 12 8,00 ± 2,05 8,29 ± 2,47 8,50 ± 2,61
Tag 20 8,50 ± 2,20 7,43 ± 2,32 6,71 ± 1,69
Tag 27 8,17 ± 2,20 7,43 ± 2,25 7,29 ± 1,96
Tag 34 8,33 ± 2,35 8,00 ± 2,14 7,86 ± 2,27
Tag 42 8,17 ± 2,09 8,00 ± 2,04 7,86 ± 2,08
Tag 48 7,83 ± 2,21 7,71 ± 1,95 7,43 ± 1,51
Tag 55 7,67 ± 1,93 7,29 ± 196 7,86 ± 0,69
Tag 63 7,83 ± 2,34 8,57 ± 2,04 7,71 ± 0,95
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Therapiegruppen zeigte sich zu diesem Zeitpunkt keine signifikante Differenz 
(p=0,29). Der mNSS blieb im weiteren Versuchsverlauf konstant hoch. Bei dem Ver-
gleich der Leistungen der einzelnen Versuchsgruppen an Tag 63 ergab sich kein si-
gnifikanter Unterschied (p=0,21). !
In Abbildung 4.3 ist diese Entwicklung graphisch dargestellt. In Tabelle 4.3 sind 
Gruppenmittelwerte ± SD für Untersuchungstage und Therapiegruppen aufgelistet.!
Auf Grund der homogenen Werte zwischen den Tagen 4 und Tag 63 wurde das Inte-
gral der Kurve über diesem Zeitraum gewählt, um die Therapiegruppen miteinander 
zu vergleichen. Bei dem Vergleich dieses Versuchsendpunktes ergaben sich Werte 
von 986 ± 52 mm2 für Tiere mit jungem KM, von 958 ± 70 mm2 für Tiere mit altem KM 
und von 941 ± 72 mm2 für Kontrolltiere. Ein signifikanter Unterschied zwischen den 
drei Therapiegruppen konnte nicht festgestellt werden (p=0,50, Kruskal-Wallis). In 
Abbildung 4.4 ist dieser Sachverhalt graphisch dargestellt.!
!
Abbildung 4.4 mNSS; End-
punktvergleich Integral 
Tag 4 – Tag 63: Als End-
punkt ergab sich ein Wert 
von 986 ± 52 mm2 für Tiere 
mit jungem KM, von 958 ± 
70 mm2 für Tiere mit altem 
KM und von 941 ± 72 mm2 
für Kontrolltiere. Eine signifi-
kante Differenz zwischen 
den Therapiegruppen konnte 




Die mNSS war in der Lage, eine Schädigung nach MCAO darzustellen. Eine Rege-
neration oder ein therapeutischer Effekt der Knochenmarkzellen konnte anhand der 
mNSS nicht ermittelt werden.!
!
4.2.3. LadderRung-Walking Test!
Die Leistung im LadderRung-Walking Test setzt sich aus der Laufzeit sowie der Feh-
lerquote zusammen. Letztere kann als eine Gesamtfehlerquote, die alle Fehler einer 
Versuchsgruppe umfasst interpretiert werden. Eine Analyse getrennt nach einzelnen 
Extremitäten ist ebenfalls möglich. Bei der folgenden Auswertung wurden die oben 
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genannten Werte zuerst getrennt voneinander betrachtet. Anschließend folgte an-




Jedes Versuchstier lief an dem jeweiligen Messtag drei Mal über die LadderRung 
Apparatur. Anschließend wurde die Zeit der drei Durchläufe ermittelt und ein Ge-
samtmittelwert für jede Therapiegruppe erstellt. !
Zur Baseline-Erhebung zeigten die Ratten aller Therapiegruppen ein homogenes 
Leistungsbild. Kurz nach MCAO liefen sie erwartungsgemäß signifikant langsamer 
als zuvor (p<0,01). Eine Differenz zwischen den Versuchsgruppen konnte nicht fest-
gestellt werden (p>0,05). An den folgenden Untersuchungstagen konnten die Ratten 
ihre Laufleistung verbessern. Bis Tag 27 kam es zu einer maximalen Verbesserung. 
Zu diesem Zeitpunkt zeigte sich kein signifikanter Unterschied mehr zu den Leistun-
gen an Tag 1 (p=0,26). Bis zum Versuchende blieben die Laufleistungen in allen The-
rapiegruppen konstant. Bei dem Vergleich der Zeit zum Versuchende ergab sich kei-
ne signifikante Differenz zwischen den Versuchsgruppen (p>0,05). Abbildung 4.5 
zeigt graphisch die Entwicklung der Laufzeit über den gesamten Versuchsverlauf, 
aufgeteilt nach Therapiegruppen. In Tabelle 4.4 sind die Gruppenmittelwerte ± SD 
aufgelistet. !
Auch im LadderRung-Walking-Test konnte eine Beeinträchtigung durch die MCAO 
festgestellt werden. Im Gegensatz zu den beiden anderen Verhaltenversuchen, war 
in diesem Test eine Regeneration nach operativer Ischämie zu beobachten Einen 
Einfluss der Zelltherapie auf die Laufzeit ließ sich jedoch nicht feststellen. !
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Abbildung 4.5 LadderRung-Walking 
Test; Zeit: Dargestellt sind Gruppen-
mittelwerte ± SD für die benötigte Zeit 
im LadderRung-Walking Test. Nach 
MCAO stieg die benötigte Zeit signifi-
kant an (p<0,01). Bis zu Tag 27 kam 
es zu einer Erholung in allen Thera-
piegruppen. In der zweiten Versuchs-
hälfte blieben die Werte bis zum Ende 
konstant. Ein signifikanter Unterschied 
zwischen den jeweiligen Therapie-
gruppen ergab sich zu keinem Zeit-
punkt während der Untersuchung 
( p > 0 , 0 5 a n a l l e n 
Untersuchungstagen).!!
Tabelle 4.4: LadderRung-Walking Test; Zeit: Aufgelistet sind Gruppenmittelwerte ± SD in Sekunden 
für die benötigte Zeit an den jeweiligen Untersuchungstagen.!!
4.2.3.2.  Fehlerquote!
Die Fehlerquote ist definiert als Anteil von Fehlern an der Gesamtschrittzahl. Um ei-
nen Überblick über die Auswirkung der Ischämie zu erhalten, erfolgte zuerst ein Ver-
gleich der Fehlerquote der einzelnen Extremitäten - unabhängig von jeglicher Be-
handlung. Anschließend wurde die Gesamtfehlerquote untersucht, um eine Aussage 
über den möglichen Einfluss einer Therapie treffen zu können. Die Bezeichnungen 




Zur Baseline-Erhebung machten die Ratten mehr Fehler mit den Vorder-, als mit den 
Hinterfüßen. Eine Seitendifferenz zwischen ipsi- und kontralateralen Extremitäten 
bestand zu diesem Zeitpunkt nicht.!
Junges KM Altes KM Kontrolle
Baseline 7,7 ± 1,5 7,7 ± 1,8 7,7 ± 1,7
Tag 2 17,3 ± 5,1 22,9±12,6 13,5 ± 5,6
Tag 12 20,3 ± 8,6 14,2 ± 6,5 13,4 ± 3,7
Tag 27 12,3 ± 2,1 11,7 ± 3,5 11,9 ± 2,4
Tag 40 15,1 ± 3,2 13,0 ± 3,5 11,5 ± 3,1
Tag 55 16,1 ± 4,4 12,0 ± 3,7 12,1 ± 3,7
#31
An Tag 2 nach MCAO kam es zu einem deutlichen Anstieg der Fehlerquote der kon-
tralateralen Extremitäten. Der Anteil an Fehlern stieg bei der Vorderpfote von 14 ± 
7% auf 46 ± 12%, bei der Hinterpfote von 0% auf 20 ± 11%. Bis zu Tag 27 war die 
Fehlerquote regredient. Für die Vorderpfote sank der Fehleranteil auf 20 ± 11%, für 
die Hinterpfote auf 6 ± 5%. Bis zum Versuchsende an Tag 55 blieb er schließlich 
konstant.!
Die Extremitäten der ipsilateralen Seite waren weniger durch die Ischämie beein-
trächtigt, als die der kontralateralen Seite. Zur Baseline-Erhebung wurden ipsilateral 
mehr Fehler mit dem Vorder-, als mit dem Hinterfuß erzielt. Postoperativ stiegt die 
Fehlerquote nicht wie auf der kontralateralen Seite an, sondern lieb konstant niedrig. 
Eine Differenz der Fehlerquote zwischen vorderer und hinterer Extremität konnte im 
postoperativen Verlaufen auf der ipsilateralen Seite nicht festgestellt werden.!
Eine Schädigung durch die Ischämie war durch die Fehlerquote darstellbar. Die pro-
zentual größten Defizite nach MCAO zeigten sich in den Extremitäten der kontralate-
ralen Seite. Des Weiteren konnte eine Regeneration bis zu Tag 27 festgestellt wer-
den. Diese Effekte waren auf der ipsilateralen, vom Infarkt nicht betroffenen Seite, 
nicht erkennbar. Abbildung 4.6 stellt diesen Sachverhalt graphisch dar. In Tabelle 4.5 
sind Mittelwerte ± SD der Fehlerquote getrennt nach Extremitäten aufgelistet. !
!!
Abbildung 4.6 LadderRung-
Walking Test; Fehlerquote 
nach Extremitäten: Darge-
stellt sind Gruppenmittelwer-
te ± SD für die Fehlerquote 
der einzelnen Extremitäten. 
Nach MCAO stieg die Anzahl 
der Fehler der kontralatera-
len Extremitäten deutlich an. 
Bis zu Tag 27 kam es an-
schließend zu einer maxima-
len Regeneration. Bis zu 
dem Versuchsende blieb die 
Leistung konstant. Der Ein-
fluss der Ischämie auf die 
ipsilaterale Seite fällt gerin-
ger aus.!!!!!!!!
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Tabelle 4.5 LadderRung-Walking Test; Fehlerquote nach Extremitäten: Aufgelistet ist die Fehler-
quote ± SD getrennt nach Extremitäten und Untersuchungstag.!!
4.2.3.2.2.Festlegung eines Fehlermaßes zum Therapiegruppenvergleich!
Um die Leistungen der jeweiligen Therapiegruppen vergleichen zu können, standen 
mehrere Parameter als geeignetes Fehlermaß zur Verfügung (siehe auch Kapitel 
3.6.4.1). Zum Vergleich wurde, wie in Kapitel 3.6.4.1 beschrieben, die Effektgröße 
der einzelnen Fehlerquoten getrennt nach Körperseite sowie vorderer und hinterer 
Extremität errechnet. Als geeignetes Fehlermaß erwiesen sich die Gesamtfehlerquo-
te aller Extremitäten, die Gesamtfehlerquote der kontralateralen Extremitäten und die 
Differenz der Gesamtfehlerquoten der kontralateralen und ipsilateralen Extremitäten. 
Diese Parameter haben einen Schaden nach der Ischämie und die Langzeiterholung 
der Kontrollgruppe besonders gut wiedergegeben. Die Effektgrößen aller untersuch-
ten Parameter sind für beide Kriterien in Tabelle 4.6 und 4.7 aufgelistet.!
Tabelle 4.6 Effektgrößen verschiedener Fehlerquoten zur Darstellung eines ischämischen 
Schadens mittels Ladder-Rung Walking Test: Die Effektgrößen wurden für die Fehlerquoten ge-
trennt nach Extremitäten und Körperhälfte berechnet. Die Effektgröße der Gesamtfehlerquote der vor-
deren und hinteren Extremität für beide Körperseiten entspricht der der Fehlerquote aller vier Extremi-










Baseline 0 ± 0,01 0 ± 0,01 0,09 ± 0,06 0,14 ± 0,07
Tag 2 0,03 ± 0,04 0,20 ± 0,11 0,03 ± 0,04 0,46 ± 0,12
Tag 12 0,06 ± 0,07 0,09 ± 0,06 0,01 ± 0,02 0,28 ± 0,13
Tag 27 0,04 ± 0,05 0,06 ± 0,05 0,01 ± 0,02 0,20 ± 0,12
Tag 40 0,05 ± 0,06 0,10 ± 0,07 0,02 ± 0,04 0,23 ± 0,13








Differenz kontra- und 
ipsilaterale Seite
Gesamtfehlerquote 
vordere und hintere 
Extremität
16,6 17 -2,1 15,8
Fehlerquote !
vordere Extremität 10,6 14,4 -6,8 15,2
Fehlerquote !
hintere Extremität 18,4 14,9 10,3 10,3
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Tabelle 4.7 Effektgrößen verschiedener Fehlerquoten zur Darstellung einer postischä-
mischen Regeneration in der Kontrollgruppe mittels Ladder-Rung Walking Test: Die 
Effektgrößen wurden für die Fehlerquoten getrennt nach Extremitäten und Körperhälfte be-
rechnet. Bei einer hohen Effektgröße wurde die Regeneration nach dem Schlaganfall beson-
ders gut durch diese Parameter wiedergegeben.!!
Anschließend wurde die Fehlerquote der kontralateralen, funktionell am stärksten 
von der Ischämie betroffenen Körperhälfte, mit der Gesamtfehlerquote aller Extremi-
täten und der Differenz zwischen der Fehlerquote der kontralateralen und ipsilaterla-
en Körperhälfte, korreliert (siehe Abbildung 4.7). Es zeigte sich eine starke Korrelati-
on zwischen den einzelnen Parametern. Stieg die Fehlerquote der kontralateralen 
Körperhälfte an, taten es auch die Gesamtfehlerquote und die Differenz zwischen 
Fehlerquote der kontra- und ipsilateralen Seite. Die drei Parameter waren in ihrer 
Fähigkeit, Schaden und Regeneration darzustellen, gleichwertig. Die Gesamtfehler-
quote wurde als Fehlermaß zum Therapiegruppenvergleich gewählt, da sie alle Ex-
tremitäten berücksichtigt und somit keine Annahme über das Schädigungsmuster 
trifft.!
!Abbildung 4.7 Ladder-Rung walking 
Test; Korrelation Fehlerquoten: Die 
Gesamtfehlerquote korreliert sowohl mit 
der Fehlerquote der kontralateralen Seite 
so wie der Differenz der Fehlerquote von 
kontra- und ipsilateraler Seite. Die Korre-
lation lässt sich an der Baselineerhebung, 
Tag 2 und Tag 27 feststellen. Ein Anstieg 
der Fehlerquoten von Baseline zu Tag 2 
ist erkennbar. Von Tag 2 zu Tag 27 waren 









Differenz kontra- und 
ipsilaterale Seite
Gesamtfehlerquote 
vordere und hintere 
Extremität
13,1 12,2 1,8 9,3
Fehlerquote !
vordere Extremität 11,9 12,5 2,9 10,3
Fehlerquote !
hintere Extremität 4,5 5,3 -1,5 5,1
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4.2.3.2.3.Therapiegruppenvergleich mittels Fehlerquote!
Beim Vergleich der Gesamtfehlerquote vor MCAO ergab sich keine Differenz zwi-
schen den Therapiegruppen (p=0,29). Insgesamt lag der Fehleranteil bei 6 ± 7,5%. 
Postoperativ stieg er um mehr als das Dreifache auf 19 ± 20,0% an und war somit 
signifikant höher als zuvor (p<0,01). Zwischen den Therapiegruppen herrschten zu 
diesem Zeitpunkt keine signifikanten Unterschiede (p=0,42). Bis Tag 27 kam es zu 
einer Reduktion der Fehlerquote. Der Anteil von Fehlern lag mit Werten zwischen 6 ± 
8% bis 9 ± 12,0% in dem präoperativen Bereich. Anschließend kam es zu keiner wei-
teren Veränderung der Leistung bis zum Versuchsende. An Tag 55 war keine signifi-
kante Differenz zwischen den Untersuchungsgruppen feststellbar (p=0,73).!
In Abbildung 4.8 ist dieser Verlauf graphisch dargestellt. Tabelle 4.8 gibt einen Über-
blick über Gruppenmittelwerte ± SD. !
!
Abbildung 4.8 LadderRung-Wal-
king Test; Gesamtfehlerquote: 
Dargestellt sind Gruppenmittelwer-
te±SD für die Gesamtfehlerquote im 
LadderRung-Walking Test. Nach 
MCAO konnte eine signifikante Er-
höhung der Fehlerquote beobachtet 
werden (p<0,001). Zwischen den 
Tagen 2 und 27 ist ein Rückgang 
der Fehlerquote erkennbar. Ein si-
gnifikanter Unterschied zwischen 
den Therapiegruppen konnte zu 
keinem Zeitpunkt festgestellt wer-
den (p>0,29). Lediglich die Leistung 
an Tag 2 hatte einen signifikanten 
Einfluss auf d ie Endle is tung 
(p<0,001, siehe auch Abbildung 4.9)!!
Tabelle 4.8 LadderRung-Walking Test; Gesamtfehlerquote: Aufgelistet ist die Gesamtfehlerquote ± 
SD für die einzelnen Untersuchungstage.!!
Junges KM Altes KM Kontrolle
Baseline 0,06 ± 0,09 0,05 ± 0,06 0,07 ± 0,08
Tag 2 0,18 ± 0,20 0,18 ± 0,18 0,21 ± 0,22
Tag 12 0,10 ± 0,12 0,11 ± 0,15 0,12 ± 0,12
Tag 27 0,06 ± 0,08 0,09 ± 0,12 0,09 ± 0,11
Tag 40 0,09 ± 0,09 0,12 ± 0,14 0,11 ± 0,12
Tag 55 0,08 ± 0,08 0,09 ± 0,12 0,09 ± 0,09
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Anhand der hohen Standardabweichungen ist die breite Streuung der individuellen 
Leistung zwischen den einzelnen Tieren erkennbar. Um diesen Sachverhalt in der 
Therapiebeurteilung zu berücksichtigen, wurde ein Gesamtmittelwert der Tage 12 bis 
55 gebildet. Dieser Wert wurde als Endpunkt für den Therapievergleich definiert. Für 
Tiere mit jungem Knochenmark ergab sich dabei eine Endfehlerquote von 0,08 ± 
0,03, für Tiere mit altem Knochenmark von 0,11 ± 0,04 und für Kontrolltiere von 0,10 
± 0,03. Vergleicht man diese Werte miteinander, zeigt sich ebenfalls kein signifikanter 
Unterschied zwischen den Therapiegruppen (p=0,51, Kruskal-Wallis). Allein die Leis-
tung an Tag 2 hatte einen Einfluss auf das Therapieergebnis (p<0,01, Multivarianz-
analyse). Aber auch an Tag zwei waren keine signifikante Unterschiede in der Leis-
tung zwischen den Therapiegruppen feststellbar (p=0.42, Kruskal-Wallis, siehe auch 





wert Tag 12 - Tag 55: Tiere mit 
jungem KM erzielten einen 
Wert von 0,08  ± 0,03, Tiere 
mit altem Knochenmark von 
0,11 ± 0,04 und Kontrolltiere 
von 0,10 ± 0,03. Eine signifi-
kante Differenz zwischen den 






Mittels LadderRung-Walking Test war anhand der benötigten Zeit und der Fehlerquo-
te eine Schädigung durch MCAO feststellbar. Im weiteren Versuchsverlauf konnte 
anhand beider Parameter eine Regeneration beobachtet werden. Ein Einfluss der 
Zelltherapie war weder mittels Zeit, noch Fehlerquote eruierbar. !
!
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4.3. Infarktvolumen und -morphologie!
Nach MCAO zeigt sich der Infarkt in der rechten, ipsilateralen, Hemisphäre als gro-
ßes hyperintenses Areal, das annähernd den kompletten Kortex betrifft. Abbildung 
4.10 zeigt exemplarisch die morphologische Entwicklung des Infarkgeschehens.!
!
!
In Übereinstimmung mit dem morphologischen Erscheinungsbild kam es zwischen 
Tag 1 und 8 sowie Tag 8 und Tag 29 zu einer scheinbar signifikanten Reduktion des 
Infarktvolumens (p<0,01). Das an Tag 1 ausgeprägte zelluläre Ödem nimmt ab, wes-
halb sich das Infarktvolumen im MRT verkleinert. Der Gewebedefekt nimmt nicht ab. 
Anhand des Infarktquotienten ist erkennbar, dass die Reduktion des Ödems bis Tag 
29 ein Maximum erreichte. Zu diesem Zeitpunkt hatte das Infarktvolumen eine Größe 
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!Abbildung 4.10 MRT; Infarktmorphologie: 
Die T2 gewichteten koronaren Schnittbilder 
sind von oben nach unten, von frontal nach 
okzipital angeordnet. An Tag 1 ist der Infarkt 
aufgrund des zellulären Ödems als ein gro-
ßes, hyperintenses Areal auf der ipsilatera-
len, rechten Seite des Gehirns zu erkennen. 
Zu diesem Zeitpunkt nimmt er beinahe den 
gesamten Kortex der rechten Hirnhälfte ein. 
An Tag 8 lässt sich bereits anhand der MRT-
Bilder erkennen, dass es zu einem Rück-
gang des Ödems gekommen ist. Der Infark-
trand stellt sich weiterhin hyperintens dar. Im 
Inneren des Infarktes wird hypointenser Be-
reich sichtbar, indem der nekrotische Umbau 
bereits eingesetzt hat. An den Tagen 29 und 
63 gleicht die Morphologie der an Tag 1. Die 
Infarktzone ist als hyperintenses Areal im 
Kortex der ipsilateralen Hemisphäre zu er-
kennen. Dabei handelt es sich nicht um ein 
Ödem,. sondern um einen liquorgefüllten 
Hohlraum. Durch Abbau des nekrotischen 
Gewebes hat das ehemalige Infarktgebiet 
Anschluss an das Liquorsystem bekommen. 
In den mittleren Bildern der Sequenzen an 
Tag 29 und 68 ist dies besonders gut zu er-
kennen. Durch Kontraktion des Narbenge-
webes um den Gewebedefekt, wird dieser 
bis Tag 63 geringfügig vergrößert (88).
te, von Tag 29 bis 63, kam es hingegen zu keiner weiteren signifikanten Änderung 
der Größe (p=0,15). Die geringfügige Größenzunahme zwischen Tag 29 und 63 lässt 
sich durch eine Kontraktion des Narbengewebes erklären, wodurch sich die Defekt-
höhle ausdehnt (88).!
Während des gesamten Versuchszeitraumes ergab sich kein signifikanter Unter-
schied - weder in Infarktgröße noch in Infarktquotient - zwischen den drei Therapie-
gruppen (p=0,79). Abbildung 4.11 gibt einen Überblick der Entwicklung des Infarktvo-
lumens und und Abbildung 4.12 über die des Infarktquotienten. In Tabelle 4.9 sind 
diese Werte zusammenfassend dargestellt.!
!
Abbildung 4.11: MRT; Infarktvolumen: 
Dargestellt ist das Infarktvolumen in mm3, 
getrennt nach Therapiegruppen. Zwi-
schen Tag 1 und Tag 29 nach MCAO kam 
es zu einer signifikanten Reduktion des 
Infarktvolumens (p<0,01). In der zweiten 
Versuchshälfte ergaben sich keine weite-
ren signifikanten Größenänderungen. 
Eine Differenz zwischen den Therapie-
gruppen ergab sich zu keinem der Unter-
suchungszeitpunkte.!!
Tabelle 4.9 MRT; Therapiegruppenvergleich: Angegeben sind Gruppenmittelwerte ± SD für Infarkt-
volumen in mm3 und Infarktquotient für die einzelnen Therapiegruppen.!
Tag 1 Tag 8 Tag 29 Tag 63
Junges KM 207 118 ± 21 mm3 82 93 
Infarktquotient 1 ± 0 0,57 ± 0,04 0,39 ± 0,14 0,44 ± 0,13
Altes KM 226 130 94 104 
Infarktquotient 1 ± 0 0,57 ± 0,07 0,40 ± 0,11 0,56 ± 0,04
Kontrolle 222 126 88 103 
Infarktquotient 1 ± 0 0,57 ± 0,05 0,40 ± 0,06 0,47 ± 0,05
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Abbildung 4.12: MRT; Infarktquoti-
ent: Abgebildet ist der Infarktquoti-
ent, der sich aus dem Verhältnis des 
Volumens an Tag 1 zu dem der fol-
genden Tage ergibt. Er zeigt an, auf 
welchen Anteil des initialen Volu-
mens die Infarktgröße an den fol-
genden Untersuchungstagen ge-
schrumpft ist. Die größte Reduktion 
des Infarktvolumens ergibt sich zwi-
schen Tag 1 und Tag 29. Anschlie-
ßend zeigt sich keine weitere Dyna-
mik. Zu keinem Untersuchungszeit-
punkt zeigt sich ein signifikanter Un-
terschied im Infarktquotient zwischen 





Ziel dieser Studie war es zu überprüfen, ob Ratten auch dann von einer Knochen-
markzelltherapie des Schlaganfalls profitieren, wenn sie bereits ein hohes Alter auf-
wiesen und an chronischen Krankheiten leiden. Des Weiteren sollte untersucht wer-
den, ob Zellen des gealterten Knochenmarks ein ähnliches therapeutisches Potenzial 
besitzen wie junge Knochenmarkzellen.!
Die spontan-hypertensive Ratte leidet neben dem arteriellen Hypertonus an einer In-
sulinresistenz, einer Hyperinsulinämie, einer Hypertriglyzeridämie und einer Hyper-
cholesterinämie (77-79). Diese Erkrankungen sind Risikofaktoren für die Entstehung 
eines Schlaganfalls (siehe Kapitel 1.2). Zu Beginn des Versuches hatten die Tiere 
bereits ein Alter von 18 Monaten erreicht, das durchschnittliche Überlebensalter der 
SH Ratte (89). Die gealterte SH Ratte spiegelt dadurch viele der in Kapitel 1.2 er-
wähnten Risikofaktoren eines Schlaganfallpatienten wider. !
Anhand des LR konnte eine funktionale Erholung gemessen werden, die jedoch nicht 
durch die Therapie beeinflusst wurde. In den MRT-Untersuchungen zeigte sich ein 
ähnliches Bild. Das Infarktvolumen und das begleitende Ödem reduzierten sich im 
Laufe des Versuchs. Aber auch hier beeinflusste die Therapie diese Entwicklung 
nicht. Die Knochenmarkzelltherapie der gealterten SH-Ratte hatte in diesem Versuch 
keinen Einfluss auf das funktionale Defizit oder die morphologische Ausprägung des 
Infarktes.!
Diese Resultate stehen im Widerspruch zu einer Vielzahl von Studien, die von einer 
erfolgreichen Knochenmarkzelltherapie des Schlaganfalls in jungen Tieren berichtet 
haben (siehe Kapitel 1.5.1). Die unterschiedlichen Ergebnisse können auf eine Viel-
zahl von Ursachen beruhen. Es muss überlegt werden, ob der mangelnde Therapie-
erfolg durch das Alter und die Erkrankungen der Tiere verursacht wurde. Möglich ist 
auch ein Einfluss des Spenderalters auf die Funktion des Transplantats. Es ist eben-
falls denkbar, dass sich die angewandten Methoden nur bedingt eignen, um die Re-
generation im Alter differenziert darzustellen. Zuletzt ergeben sich aus dem Ver-
suchsaufbau selber Limitationen, die auch Auswirkungen auf das Ergebnis gehabt 




5.1. Alter der Versuchstiere!
Betrachtet man die Mehrheit der Studien, die von erfolgreichen experimentellen The-
rapien des Schlaganfall berichten fällt auf, dass diese meist an jungen und gesunden 
Tieren durchgeführt wurden (65, 90). Das Alter beeinflusst aber sowohl das normale 
Verhalten vor, als auch pathophysiologische und regenerative Abläufe nach der 
zerebralen Ischämie (70). Erste Untersuchungen die versucht haben diese Einflüsse 
zu berücksichtigen, berichten zwar von einer erfolgreichen Therapie mit BM MSC 
(91) und BM MNC (55) bei älteren Ratten, allerdings handelte es sich bei den Ver-
suchstieren um 10 bis 12 Monate alte Wistar- und Long-Evans Ratten. Diese Tiere 
haben eine mittlere Lebenserwartung von 3,75 Jahren (92) und hatten somit noch 
kein Alter erreicht, dass einen Vergleich zu dem Alter von typischen Schlaganfallpati-
enten zulassen würde. Des Weiteren sind Tiere der beiden Rattenstämme sehr ro-
bust und leiden nicht an chronischen Krankheiten. Als Therapeutikum wurde Kno-
chenmark junger, gesunder Spender eingesetzt.!
!
5.1.1. Altersbedingte Veränderungen von Kognition und Lernfähigkeit!
Untersuchungen an alten Tieren haben gezeigt, dass ähnlich wie beim alten Men-
schen, motorische, sensorische und kognitive Leistungen eingeschränkt sind. Vor al-
lem die Bereiche der spontanen Aktivität und des räumlichen Lernens sind davon be-
troffen (70). Die Ursachen für diese Einschränkungen können vielfältig sein. Eine Er-
klärung ist der lange Einfluss systemischer Erkrankungen und die damit verbundenen 
degenerativen Vorgänge. Besonders der arterielle Bluthochdruck begünstigt dabei 
die Entstehung von Läsionen im Gehirn (93). Diese Läsionen manifestieren sich un-
ter anderem durch Schäden an der weißen Substanz und führen klinisch zu dem Bild 
der vaskulären Demenz. Sie lassen sich unter dem Begriff des small vessel disease 
zusammenfassen (67). Die SH Ratte eignet sich besonders gut, die chronischen 
Auswirkungen des Hypertonus wiederzugeben, da sie diesen bereits im Alter weniger 
Wochen entwickeln (78). Auch in der vorliegenden Studie kam es so zu einer Beein-
flussung des Verhaltens, auch noch vor dem Schlaganfall. Im Gegensatz zu jungen 
SH-Ratten waren die Tiere nicht in der Lage zu lernen, den BeamWalk sicher zu 
überqueren. Auch die hohen mNSS-Werte zur Baseline-Erhebung sind ein Zeichen 
der bereits präoperativ eingeschränkten motorischen und kognitiven Leistungsfähig-
keit. Da die Tiere schon vor der Ischämie Defizite in diesen Bereichen aufwiesen, 
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kann das auch ihre funktionale Regeneration nach dem Schlaganfall eingeschränkt 
haben.!
!
5.1.2. Altersbedingte Veränderungen von Pathophysiologie und Regeneration!
Das Alter beeinflusst die postischämischen pathophysiologischen und regenerativen 
Abläufe wie Entzündung und Gliose oder Neurogenese und Plastizität (siehe auch 
Kapitel 1.6.1.2). Alte Tiere reagieren empfindlicher auf intrinsische neurotoxische 
Reize nach zerebraler Ischämie. Die zelluläre Reaktion auf die Ischämie findet früher 
und verstärkt statt, als bei jungen Tieren (70). Es kommt zu einer vermehrten Aktivie-
rung von Astrozyten, Mikroglia und Makrophagen (94). Diese Zellen sind maßgeblich 
an der postischämischen Entzündungsreaktion beteiligt (15, 20). Die Folge dieser 
früheren und verstärkten Zellaktivierung ist eine veränderte Immunreaktion (70). Der 
verfrühte Anstieg der Konzentrationen von Adhäsionsmolekülen, Chemokinen und 
Zytokinen, führt zu einer früheren Einwanderung von Immunzellen aus dem Blut. Die 
Folge sind höhere lokale Konzentrationen von NO und ROS. Diese Moleküle führen 
zu oxidativen Zellschäden und zur Aktivierung pro-apoptotischer Proteine (95). Bei 
alten Ratten wurde auch eine Hochregulierung von Apoptose fördernder Gene nach 
dem Schlaganfall festgestellt. Die Folge dieser Veränderungen ist eine vermehrte 
und verfrühte Apoptose mit einem größeren Verlust an neuronalen Zellen (70, 72). 
Des Weiteren führt die zerebrale Ischämie im Alter zu einer stärkeren Akkumulation 
von neurotoxischer Substanzen (70). So ist unter anderem die Konzentration von C-
terminalen β Amyloid Precursor Protein (βAPP) erhöht. Die intrazelluläre Ansamm-
lung dieses Proteins behindert wiederum die Ausbildung neuer Synapsen und indu-
ziert eine Neurodegeneration (96). Im Alter sind die intrinsischen Schutzmechanis-
men gegen exzitatorischen Stress ebenfalls eingeschränkt. Die Aktivität der Na+/K+-
ATPase ist verringert, wodurch Astrozyten nur bedingt in der Lage sind, die Homöo-
stase aufrecht zu erhalten und exzitatorische Transmitter wie Glutamat aus dem syn-
aptischen Spalt aufzunehmen (97). !
Im Rahmen des vermehrten zellulären Schadens ist auch die Funktion der Blut-Hirn-
Schranke beeinträchtigt (98). Es findet eine vermehrte Einschwemmung von Serum-
bestandteilen und Immunzellen statt. Diese wirken zusätzlich zytotoxisch und poten-
zieren die verfrühte Entzündungsreaktion. Als Konsequenz aus den geänderten pa-
thophysiologischen Abläufen, ergibt sich ein höherer Anteil von nekrotischem Gewe-
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be, in Relation zum Gesamtvolumen der Schädigung in den ersten Tagen nach der 
Ischämie (99).!
Nach der akuten ischämischen Phase, führt die frühere Aktivierung von Astrozyten, 
Mikroglia und Makrophagen zu einer früheren Sezernierung von Wachstumsfaktoren. 
Darauf folgt eine frühere Ausbildung der Glianarbe (70). Diese frühe Abkapslung be-
hindert die Rekrutierung von proliferativen und regenerativen Zellen in das Infarktge-
biet. Faktoren, die das axonale Wachstum und die Ausbildung neuer Synapsen för-
dern, werden verzögert und vermindert freigesetzt (95). Diese Mechanismen sind je-
doch bedeutend für die postischämische Plastizität und Regeneration (30, 100). Zu-
sätzlich ist die Konzentration an Molekülen wie Nogo, myelin-assoziiertem Glykopro-
tein (MAG) und Ephrin-A5 im Periinfarktareal erhöht (70). Diese Moleküle hemmen 
das axonale Wachstum und schränken dadurch die Plastizität und die Regeneration 
ein. In Folge des Schlaganfalls konnte zwar auch in gealterten Tieren eine vermehrte 
Neurogenese festgestellt werden (94) - allerdings in geringerem Ausmaß als bei jün-
geren Artgenossen (72). In Tabelle 5.1 am Ende dieses Abschnittes sind einige der 
altersbedingten Veränderungen der postischämischen pathophysiologischen und re-
generativen Abläufe übersichtlich dargestellt.!
Die veränderten Abläufe des Erholungsprozess im Alter führen dazu, dass funktiona-
le und motorische Regeneration im Alter geringer ausgeprägt sind als bei jungen Tie-
ren (101). Demzufolge scheinen die Tiere prinzipiell zwar auch im Alter das Potential 
zur Regeneration zu besitzen, jedoch in geringerem Maße als jüngere Artgenossen. 
Popa-Wagner und Kollegen stellten auf Grund des veränderten Ablaufes der patho-
physiologischen Prozesse in Frage, ob gealterte Tiere überhaupt in der Lage sind, 
von einer Zelltherapie zu profitieren (94). Die früher einsetzende Entzündungsreakti-
on und die damit verbundene gliale Aktivierung könnten eine erfolgreiche Therapie 
verhindern. Da sich die Glianarbe ebenfalls früher ausbildet, werden die Neurogene-
se und das axonales Wachstum in solch einem Ausmaß gehemmt, dass die Therapie 
wirkungslos bleiben könnte. !
Dies stünde in Einklang mit den im Rahmen dieser Studie erzielten Ergebnissen. Die 
gealterten Tiere wiesen durchaus Zeichen der Regeneration auf. Im LadderRung-
Walking Test verbesserte sich ihre Leistung kontinuierlich bis Tag 27, um dann ein 
stabiles Niveau zu halten. Im MRT schrumpfte das Infarktvolumen im gleichen Zeit-
raum ebenfalls. Die Verabreichung von Knochenmarkzellen hatte auf diese Entwick-
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lung jedoch keinen Einfluss. Es ist denkbar, dass die veränderten pathophysiologi-
schen und regenerativen Abläufe die Therapie behindert haben.!
Tabelle 5,1 Unterschiede pathophysiologischer und regenerativer Abläufe im erhöhten Alter, 
modifiziert nach Popa-Wagner et al. (70): Die Tabelle zeigt Unterschiede zwischen jungen und alten 
Tieren, die in Untersuchungen zur postischämischen Pathophysiologie und Regeneration festgestellt 
wurden. Alte Tiere reagieren empfindlicher auf die Ischämie, was sich durch eine höhere Mortalität und 
eine geringere funktionale Regeneration äußert. Gründe hierfür können die früher und stärkte ausge-
prägte Apoptose, neuronale Degeneration, Entzündungsreatkion und Narbenbildung sein. Der oxidati-
ve Stress ist größer bei älteren Tieren und dementsprechend die Rate an DNA-Schäden erhöht. Die 
Konzentration an Molekülen mit hemmendem Einfluss auf das axonale Wachstum und zytotoxischer 
Wirkung wie MAG, Nogo, Ephrin-A5 und βAPP sind erhöht. Die Neurogenese konnte auch in alten 
Tieren festgestellt werden. Allerdings findet sie in einem geringeren Ausmaß statt, als bei jungen Tie-
ren.!!
5.2. Einfluss des Therapeutikums auf den Therapieerfolg!
Der ausgebliebene therapeutische Effekt der mononuklearen Knochenmarkzellen 
kann auf der Zusammensetzung des Transplantates, dessen Aufarbeitung und auf 
dem Spenderalter beruhen.!
!
Veränderung durch den Schlaganfall
Ereignis / Funktion Junge Tiere Alte Tiere
Mortalitätsrate niedrig hoch
Infarktgröße kein Altersunterschied
Neuronale Degeneration verzögert früher, verstärkt
Apoptose verzögert früher, verstärkt
Entzündung verzögert früh, überschießend
Narbenbildung verzögert früh, überschießend
funktionale Regeneration schnell verzögert, inkomplett
DNA-Schäden niedrig erhöht
oxidativer Stress, Schädigung von Proteinen niedrig erhöht
Neurogenese erhöht geringer ausgeprägt
MAG mRNA / hemmt axonales !Wachstum niedrig erhöht
Nogo mNRA / hemmt axonales !Wachstum hoch niedrig
Ephrin-A5 / hemmt axonales !Wachstum hoch hoch
C-terminales βAPP / !zytotoxisch verzögert früh, überschießend
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5.2.1. Mononukleare Knochenmarkzellen als Therapeutikum des ischämischen 
Schlaganfalls!
Mononukleare Knochenmarkzellen, die mittels Dichtegradientenzentrifugation ge-
wonnen werden, umfassen hämato- und lymphatopoetische Zellen, endotheliale 
Stammzellen, mesenchymale Stammzellen so wie pluri- und multipotente Stammzel-
len (75). Vor allem den MSC wird ein hohes Differenzierungspotenzial zugesprochen, 
weshalb sie vielfach als Therapeutikum in experimentellen Therapieversuchen des 
ischämischen Schlaganfalls eingesetzt wurden (102). Ihr Anteil an den BM MNCs be-
trägt allerdings nur maximal 0,1% (102). Es ist denkbar, dass der Anteil an BM MSC 
zu gering war, um einen therapeutischen Effekt zu erzielen. Allerdings wurden BM 
MNC bereits erfolgreich zur Therapie von ischämischen Erkrankungen wie dem 
Herzinfarkt und der Extremitätenischämie eingesetzt (103, 104). Auch in tierexperi-
mentellen Versuchen zur Therapie des ischämischen Schlaganfalls, hatten die Zellen 
einen einen positiven Einfluss auf die Regeneration (55, 105). BM MNC schützen 
Neurone vor Hypoxie, sie reduzieren das Ausmaß an apoptotischen Zellen, schwä-
chen die zytotoxische Wirkung von Mirkoglia und Makrophagen ab und sezernieren 
VEGF und Interleukin-10 (62). Nach einem Schlaganfall sammeln sie sich im und um 
das ischämische Gebiet, sie fördern dort die Proliferation von Endothelzellen sowie 
die Neurogenese und sie erhören den zerebralen Blutfluss (63). !
In einem therapeutischen Vergleich von BM MNC und BM MSC zeigten allerdings 
Letztere sowohl eine höhere Tendenz in das Infarktgeschehen zu migrieren, als auch 
eine vermehrte Expression von Markern, die typisch für neuronale Vorläuferzellen 
sind (106). BM MSC müssen jedoch vor einer Transplantation erst von den übrigen 
Zellen des Knochenmarks separiert und anschließend über mehrere Wochen kulti-
viert werden (107). Die Transplantation der Zellen kann dann erst nach Ablauf des 
nachgewiesenen therapeutischen Zeitfensters von 7 Tagen erfolgen (106). BM MSC 
sind somit unter den aktuellen Kultivierungsprotokollen wenig für ein autologes The-
rapiemodell geeignet. BM MNCs können hingegen schnell, mittels Dichtegradienten-
zentrifugation, separiert und bereits nach wenig Stunden verabreicht werden. !
!
5.2.2. Einfluss des Spenderalters auf die Funktion der Knochenmarkzellen!
Mit steigendem Alter ändern sich Funktion und Zusammensetzung des Knochen-
marks. Der Anteil von BM MSC an den BM MNC im Knochenmark sinkt (75). Zusätz-
lich reduziert sich deren Teilungs- und Differenzierungspotenzial (74, 108). Des Wei-
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teren sind die Produktion und Freisetzung von VEGF sowie die Migration auf VEGF-
Reiz vermindert (109). Das resultiert in einer verminderten Rekrutierung von endo-
thelialen Vorläuferzellen und einer geringeren Angiogenese (71). Die Funktion der 
BM MSC wird außerdem durch einen intrazellulären Anstieg der Konzentration von 
ROS und NO in den Zellen beeinträchtigt (74). Dieser Anstieg hat vermehrte zelluläre 
Schäden und eine erhöhte Apoptoserate zur Folge. All diese Beobachtungen können 
zu einer Funktionseinschränkung des Transplantats im Alter geführt haben. In Anbe-
tracht der Einschränkungen, die mit dem Alter einhergehen, ist es also fraglich, ob 
das Knochenmark älterer Spender als Therapeutikum geeignet ist. Allerdings muss 
ebenfalls bedacht werden, dass in dieser Studie nicht nur die Zellen des alten, son-
dern auch die des jungen Spenders, ohne therapeutische Wirkung waren. Das 
spricht dafür, dass nicht nur die Funktionseinschränkung des Transplantats, sondern 
auch das Alter und die systemischen Erkrankungen der Tiere zu einem Therapiever-
sagen beigetragen haben. Die Kombination aus beidem kann die Wirkung der The-
rapie zusätzlich beeinträchtigt haben. Da in dieser Studie nur die Zellen von zwei 
Spender zum Einsatz kamen, muss auch an individuelle Funktionseinschränkungen 
gedacht werden, die vor Versuchsbeginn nicht bekannt waren.!
Dass Therapeutika, die erfolgreich an jungen und gesundeten Tieren getesteten wur-
den, bei alten und kranken Tieren versagen, konnte auch bei anderen Substanzen 
festgestellt werden. Als Beispiel sei hier erneut der Radikalfänger NXY-059 erwähnt. 
Er wurde in mehreren tierexperimentellen Studien erfolgreich zur Schlaganfallthera-
pie eingesetzt. In klinischen Studien ließen sich die Ergebnisse jedoch nicht reprodu-
zieren. Die Metaanalyse der Tiermodelle konnte zeigen, dass NXY-059 nur in gesun-
den, jungen Tieren einen therapeutischen Effekt aufwies. In SH-Ratten konnten die 
Ergebnisse nicht reproduziert werden (49). In Anbetracht der Ergebnisse dieser Stu-
die und anderer, wie beispielsweise zum Einsatz von NXY-059, muss überlegt wer-
den, ob gealterte und kranke Tiere und Patienten überhaupt von einem regenerativen 
Therapieansatz profitieren können. In Tieren, die an einem Diabetes mellitus litten, 
war eine Therapie mit BM MSC sogar schädlich. Die Tiere hatten größere Infarkte 
und eine höhere Rate an intrazerebralen Hämorrhagien (110). Es müssen weitere 
Studien zum genauen Zusammenspiel von Alter und Nebenerkrankungen erfolgen, 
um auch das im Alter noch vorhandene regenerative Potenzial optimal nutzen und 




In den STAIR-Empfehlungen zur Durchführung von präklinischen Studien, wird die 
Bedeutung von Verhaltensversuchen zur Beurteilung von Langzeitdefiziten nach dem 
Schlaganfall betont (48). Die Ergebnisse sind wichtige Indikatoren für die Wirksam-
keit einer Therapie (111). Dennoch birgt ihr Einsatz gewisse Schwierigkeiten. Einige 
stehen in Verbindung mit der Auswahl des bestgeeigneten Verfahrens, andere erge-
ben sich aus der Interpretation der Ergebnisse und ihrer Übertragung auf den Men-
schen.!
Vor Versuchsbeginn muss gut überlegt werden, welche Funktionen in Folge des 
Schlaganfalls beeinträchtigt sind. Im Anschluss muss die Testauswahl so erfolgen, 
dass diese die Funktionen am besten erfassen. Ein optimaler Test sollte möglichst 
sensitiv sein und geringen Zeit- und Kostenaufwand in Anspruch nehmen. Nur so 
kann ein Test häufig wiederholt und auch für große Untersuchungsgruppen einge-
setzt werden. Das erlaubt einerseits eine engmaschige Messung der neurologischen 
Defizite. Anderseits lassen sich die Resultate besser verglichen, wenn ein Test von 
möglichst vielen Untersuchern angewandt wird. !
Bevor ein Test zum Einsatz kommt, muss der Schlaganfall induziert werden. Eine 
häufig genutzte Methode zur Schlaganfallinduktion ist die MCAO. Auf Grund des ähn-
lichen Aufbaus im motorischen System von Ratte und Mensch sowie des häufigen 
Verschlusses der Arteria cerebri media beim Menschen, wird diese Methode beson-
ders gerne benutzt, um die Auswirkungen des Schlaganfalls zu simulieren (112). Die 
Folgen der Unterbrechung des zerebralen Blutflusses sind, je nach Dauer des Ver-
schlusses, Schäden im Bereich des frontalen, parietalen und okkzipitalen Kortex 
(113). Funktional kommt es zu neurologischen Ausfällen in der kontralateralen Kör-
perhälfte (58). Das wiederum führt zu einer Asymmetrie im Bewegungsablauf. Zur 
Beurteilung des Schadensausmaßes eignen sich Tests, die diese Asymmetrie gut wi-
derspiegeln (114). Bewegungsabläufe, die sich zur Untersuchung eignen, können 
entweder antrainiert sein oder normalen Handlungsabläufen entsprechen (111). Im 
Laufe der Regeneration müssen die Tiere diese Bewegungsmuster wieder erlernen, 
was sich in einem besseren Testergebnis niederschlägt. Des Weiteren entwickeln die 
Tiere Mechanismen, um ihre motorischen Defizite zu kompensieren. Beides spiegelt 
in gewisser Weise die Reorganisation neuronaler Bahnen im zentralen Nervensys-





Die Durchführung des BeamWalks ist wenig zeitintensiv und lässt sich auch in kurzen 
Abständen wiederholen. Jedoch müssen die Versuchstiere das Balancieren auf dem 
Balken erst erlernen. Auf Grund des Alters und der damit assoziierten kognitiven Ein-
schränkungen waren die Tiere hier möglicherweise nicht in der Lage, das Laufen auf 
der Stange zu erlernen. Während die Tiere vor MCAO immerhin noch Anstrengungen 
zeigten, auf Balken zu laufen, änderte sich ihr Verhalten postoperativ. Anstatt wie er-
wartet eine Regeneration oder die Entwicklung Kompensationsmechanismen zu zei-
gen, konnten sich die Tiere nicht auf dem Balken halten. Eine mögliche Erklärung für 
dieses Verhalten ist die in Kapitel 5.1.1 diskutierte Einschränkung der Lernfähigkeit 
im Alter. Die beeinträchtigte Regeneration (siehe Kapitel 5.1.2) kann auch zur Ent-
wicklung dieses Verhaltens beigetragen haben. Eine weitere mögliche Ursache ist 
eine ausgeprägte postischämische Depression mit Auswirkungen auf die motorische 
Aktivität (115). Unabhängig vom zugrundeliegenden Auslöser war der BeamWalk 
nicht geeignet, um die motorische Funktion in alten spontan-hypertensiven Ratten zu 
messen. Die mangelnde Auswertbarkeit des BeamWalks war, auf Grund der geringen 
Erfahrungen mit gealterten spontan-hypertensiven Ratten, vorher nicht absehbar. In 
zukünftigen Studien müsste sein Einsatz allerdings kritischer bedacht werden.!
!
5.3.2. mNSS!
Der mNSS setzt sich aus mehreren Teiluntersuchungen zusammen und umfasst Un-
tersuchungen von Motorik (Muskeltonus, abnormale Bewegungsabläufe), Sensorik 
(visuell, taktil und propriozeptiv) sowie die Testung verschiedene Reflexe (57) (siehe 
Kapitel 3.6.2). Die Durchführung ist wenig zeitaufwändig und kann engmaschig 
durchgeführt werden. Allerdings bedarf es eines gewissen Maßes an Erfahrung durch 
den Untersucher, um die verschiedenen Abstufungen in der Beurteilung zu erkennen 
und richtig einzuordnen. Da am Ende nur die Gesamtpunktzahl in die Bewertung ein-
fließt ist es möglich, dass Defizite in einem Bereich durch gute Leistungen in einem 
anderen kaschiert werden. Zudem sind die Areale, die für die getesteten Reflexe ver-
antwortlich sind, meist nicht von einem MCAO-induziertem Infarkt betroffen (111). Die 
Aussagekraft des Tests wird dementsprechend eingeschränkt. In dieser Studie konn-
te so ein Schaden durch die Ischämie anhand des mNSS gezeigt werden. Anschlie-
ßend war ein Rückgang in der erzielten Punktzahl, im Sinne einer Regeneration, 
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nicht erkennbar. Eine differenzierte Aussage über die neurologische Funktion war 
nicht möglich. Eine Ursache dafür muss im Aufbau des mNSS diskutiert werden. Der 
BeamWalk als ein Bestandteil der motorischen Untersuchungen des mNSS und sei-




Der LadderRung-Walking Test erlaubt eine gezielte Beurteilung der motorischen 
Funktion jeder einzelnen Extremität und deckt Asymmetrien im Bewegungsablauf 
daher sehr gut auf. Er ist sensitiv für Beeinträchtigungen und bedarf keines Trainings 
(85). Durchführung und Auswertung sind jedoch sehr zeitintensiv. Auch ist ein gewis-
ser finanzieller Aufwand notwenig, um die Apparatur herzustellen und die nötige 
Technik zur Auswertung anzuschaffen. Zudem braucht es eine gewisse Übung, um 
die Pfotenplatzierung sicher beurteilen zu können. In dieser Studie war der Test je-
doch am besten geeignet, um die motorischen Leistungen vor und nach dem 
Schlaganfall zu evaluieren. Er konnte präoperative Defizite aufdecken und die Beein-
trächtigung durch die Ischämie wiedergeben. Mittels LadderRung-Walking Test konn-
ten auch Regeneration und Langzeitdefizite in alten SH Ratte nachgewiesen werden. 
Auffällig war die hohe Standardabweichung der Fehlerquote in allen Versuchsgrup-
pen, ab Induktion des Schlaganfalls. Es ist möglich, dass diese aufgrund der gerin-
gen Tierzahlen zustande gekommen ist. Aufgrund der breiten Streuung der individu-
ellen Leistungen muss überlegt werden, ob der LadderRung-Walking Test die motori-
sche Funktion der Tiere repräsentativ wiedergegeben hat.!
!
5.3.4. Behausung!
Die Behausung von Versuchstieren kann deren Leistung ebenfalls beeinflussen. Ein 
Käfig, der genügend Stimuli und Reize für die Ratte bietet, verbessert deren neurolo-
gische Funktion nach dem Schlaganfall (116). Ebenso erhöht ein stimulierendes  Um-
feld die Zahl der neu gebildeten Synapsen (117). In dieser Studie waren die Tiere je-
doch in einfachen Boxen untergebracht. Dieser Mangel an Stimuli könnte auch ur-
sächlich für eine schlechte Regeneration sein. Bei der Therapie des Schlaganfalls in 
neurologischen Rehabilitationskliniken werden durch Physio- und Ergotherapie zahl-
reiche Reize und Stimuli gesetzt. Ein so komplexer Therapieplan lässt sich für Ver-
suchstiere jedoch nur schwer etablieren und wäre höchstens therapieergänzend. Es 
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ist auch fraglich, ob eine Therapie, die in stimulatutionsarmer Umgebung nicht erfolg-
reich war, in einem stimulationsreichen Umfeld anders gewirkt hätte (112). !
Trotz der Unterschiede in Verhalten und Lebensumfeld zwischen Mensch und Labor-
tier, überwiegen die nützlichen Eigenschaften der Verhaltensanalysen. Nur so lassen 
sich Regeneration und Wiedererlangen motorischer Fähigkeiten analysieren, unab-
hängig davon, welche pathophysiologischen Mechanismen diesen Prozessen zu 
Grunde liegen. Die Auswahl mehrerer Verhaltenstests ist wichtig für eine differenzier-
te Beurteilung der Ergebnisse. Aufgrund der vielfachen Einflüsse und der Komplexität 
von Verhalten und Regeneration, hat sich keiner der vielfach angewandten Tests als 
überlegenes Verfahren erwiesen (111). In diesem Versuch wurden die Tests einer-
seits wegen ihrer weiten Verbreitung in anderen Arbeitsgruppen ausgewählt. Das er-
möglicht einen besseren Vergleich der Ergebnisse. Anderseits waren die eigenen po-
sitiven Erfahrungen in früheren Studien entscheidend. Die Tests mussten so nicht im 
Labor etabliert werden und die Experimentatoren waren mit Ablauf und Auswertung 
vertraut.!
!
5.4. Limitationen der Studie!
Es ist möglich, dass der ausgebliebene Therapieerfolg, neben den oben beschriebe-
nen, altersbedingten Veränderungen seitens der Versuchstiere, auch auf den Studi-
enaufbau zurückzuführen ist. Die Transplantation von xenogenen Zellen ohne beglei-
tende Immunsuppression, die fehlende Langzeitauswertung von physiologischen und 
histologischen Daten, wie auch die geringe Tierzahl, schränken die Beurteilung der 
Daten ein und sollen im Folgenden genauer besprochen werden.!
!
5.4.1. Xenogene Transplantation und Immunsuppression!
Die Entscheidung xenogenes Zellmaterial zu transplantieren, erfolgte aufgrund meh-
rerer Überlegungen. Eine autologe Transplantation lässt sich in einem Rattenmodell 
nur schwer umsetzen. Um eine adäquate Menge an Knochenmark zu gewinnen, 
muss der Femur explantiert und aufgearbeitet werden, wofür das Tier meist getötet 
werden muss. Auch wenn das Tier überlebt, ist eine Langzeituntersuchung mit Ver-
haltenstest nicht möglich. Bei einem allogenen Therapiemodell steigt aufgrund des-
sen die benötigte Tierzahl an. Da Knochenmark alter Spender untersucht werden 
sollte, hätten die Spendertiere ebenfalls mitaltern müssen. Da die Mortalität der Tiere 
im Alter steigt, wäre die Tierzahl zusätzlich erhöht gewesen. Letztendlich erfolgte die 
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xenogene Transplantation in diesem Versuch, um gealtertes humanes Knochenmark 
zu testen und eine Aussage über dessen Funktion als Therapeutikum treffen zu kön-
nen. !
Transplantiert man fremdes Gewebe ohne Immunsuppression, reagiert das Immun-
system des Empfängers mit einer Abstoßung des Transplantats. Da in dieser Unter-
suchung keine Immunsuppression angewandt wurde, ist es denkbar, dass die huma-
nen Zellen durch das Immunsystem der Tiere erkannt und abgewehrt wurden. Das 
Transplantat hätte keine Möglichkeit gehabt, eine therapeutische Wirkung zu zeigen. 
Xenogene Transplantationen konnten aber bereits erfolgreich im Rahmen experimen-
teller Schlaganfalltherapien ohne begleitende Immunsuppression durchgeführt wer-
den (118, 119). In diesen Studien waren die transplantierten Zellen bis zu 25 Tage 
nach der Transplantation in der SVZ nachweisbar. Die lange Überlebenszeit spricht 
in diesem Zusammenhang gegen eine Abstoßung des Transplantats. Eine mögliche 
Erklärung ist, dass der Schlaganfall mit einer systemischen Immunsuppression ein-
her geht (120, 121). Diese könnte eine Abstoßungsreaktion abschwächen und ein 
längeres Überleben der Zellen ermöglichen. Zudem leidet die SH Ratte an einer T-
Zell-Funktionsstörung, und kann nur begrenzt immunologisch auf die fremden Zellen 
reagieren, was die Abwehrreaktion zusätzlich gemindert haben kann (122). !
Letztendlich konnte bis jetzt noch nicht gezeigt werden, ob ein Überleben der trans-
plantierten Zellen überhaupt von Bedeutung für die Regeneration ist. Auch bei auto-
loger Transplantation sank die Zahl der nachweisbaren transplantierten Zellen im 
Gehirn und anderen Organen innerhalb einer Woche (123). Dennoch konnte in der 
gleichen Untersuchung ein therapeutischer Effekt der Zellen bis 28 Tage nach Trans-
plantation mittels Verhaltensversuchen nachgewiesen werden. Borlongan et al. 
konnten therapeutische Effekte einer Zelltherapie, unabhängig von einem Nachweis 
transplantierter Zellen im Gehirn, zeigen (124). Sie diskutierten, dass nicht ein Über-
leben der Zellen, sondern die Passage der von ihnen sezernierten trophischen Fakto-
ren in das Gehirn den Therapieerfolg bedingt. Thum und Kollegen haben die Hypo-
these erstellt, dass die apoptotische Stammzelle im Empfänger an sich als Immun-
modulator dienen könnte und durch Beeinflussung der Immunreaktion eine Regene-
ration fördert (125). Ein Absterben des Transplantats wäre demzufolge sogar er-
wünscht. Da die alten und kranken Tieren allerdings ein geringes Regenerationspo-
tenzial besitzen als jüngere Artgenossen, ist es möglich, dass diese Effekte in der 
jetzigen Studie keinen Einfluss haben konnten. !
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5.4.2. Tierzahl und ergänzende Untersuchungen!
Damit die erhobenen Daten eine statistische Aussagekraft besitzen, muss eine aus-
reichende Zahl von Tieren getestet werden. Ist die Tierzahl zu niedrig, besteht die 
Gefahr, dass die statistische Teststärke nicht ausreicht, um die beobachteten Mittel-
werte zu unterschieden. Gleichzeitig entspricht es den Anforderungen moderner tier-
experimenteller Studien, die Tierzahlen so gering wie nötig zu halten (126). Als 
Grundlage zur Berechnung der nötigen Gruppengröße dienten in dieser Studie Er-
gebnisse aus vorherigen Untersuchungen der Arbeitsgruppe an jungen Tieren (siehe 
Kapitel 3.9). Um der höheren Mortalität älterer Tiere gerecht zu werden, wurde die 
Gruppengröße von Beginn an höher gewählt. Allerdings war die Mortalität und der 
Ausfall von Tieren durch Teilinfarkte größer als erwartet und die Gruppengröße sank 
unter die vorher berechnete Tierzahl. Betrachtet man aber das Infarktvolumen - das 
Maß, dass zur Berechnung der Gruppengröße herangezogen wurde - fällt eine sehr 
geringe Standardabweichung auf. Dieser Konstellation spricht für die Aussagekraft 
der MRT-Analysen, trotz niedrigerer Tierzahlen als ursprünglich geplant. Im Ladder-
Rung-Walking Test war die Standardabweichung hingegen sehr hoch. Inwieweit er 
sich geeignet hat, die Therapie zu beurteilen, muss hinterfragt werden. Zusätzlich 
waren der mNSS und der BeamWalk nicht in der Lage eine Regeneration der alten 
Tiere zu zeigen und ließen sich dadurch nicht zur Beurteilung der Therapie heranzie-
hen. Für weitere Untersuchungen an älteren Tieren müssen Verhaltensversuche in 
Betracht gezogen werden, die sich besser eignen, auch im Alter eine Regeneration 
zu erfassen.!
Ergänzende Untersuchungen noch weiterer physiologischer Parameter, wie Blut-
druck, Herzfrequenz, Blutzucker und Blutgasanalysen, hätten möglicherweise eine 
zusätzliche Differenzierung erlaubt. Auch eine histologische Auswertung hätte gege-
benenfalls eine differenzierte Beurteilung der Regeneration ermöglicht. Um den STA-
IR-Empfehlungen zur Durchführung von präklinischen Studien gerecht zu werden, 
müssen zukünftige Studien diese Analysen berücksichtigen. !
Trotz dieser Einschränkungen reiht sich diese Studie in eine Vielzahl von anderer Un-
tersuchungen ein, die darauf hindeuten, dass mit dem Alter die Regenerationsfähig-
keit nach einem Schlaganfall reduziert ist. Damit könnte eine verminderte Empfäng-
lichkeit für eine Zelltherapien einhergehen (30, 94). Besonders der Einsatz autologer 
Knochenmarkzellen kann aufgrund der altersbedingten Veränderung eingeschränkt 
sein. Dennoch muss betont werden, dass die prinzipielle Fähigkeit zur Regeneration 
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auch noch bis ins hohe Alter erhalten bleibt. Ein besseres Verständnis der zugrunde 
liegenden Mechanismen und der altersassoziierten Veränderungen ist nötig, um in 
Zukunft Strategien zu entwickeln, die dieses Potenzial optimal ausnutzen können.  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Bei einem Schlaganfall kommt es zu einer plötzlichen Unterbrechung der Blutzufuhr 
zum Gehirn, deren Ursache meistens ein thrombotischer Gefäßverschluss ist. Be-
sondere Risikofaktoren für die Entstehung eines Schlaganfalles sind ein erhöhtes Al-
ter und arterieller Bluthochdruck. Dabei reicht eine dauerhafte Erhöhung von wenigen 
mmHg bereits aus, um das Risiko einen Schlaganfall zu erleiden, signifikant zu erhö-
hen. Der Schlaganfall zählt weltweit zu den häufigsten Ursachen für permanente Be-
hinderungen im Erwachsenenalter und liegt in der globalen Todesursachenstatistik 
der WHO auf Platz zwei. Im Jahr 2008 kam es allein in der BRD zu etwa 200.000 
Neuerkrankungen. Neben der Häufigkeit nimmt auch die Mortalität mit dem Alter 
stark zu.!
Kommt es zu einer zerebralen Ischämie, sind die therapeutischen Optionen begrenzt. 
Die einzige zugelassene kausale Therapie ist die intravasale Lyse. Ihr Einsatz unter-
liegt jedoch Limitationen. Oft werden Patienten nicht lysiert, da sie das Krankenhaus 
nicht innerhalb des Lysezeitfensters erreichen, als zu alt eingestuft werden oder ihre 
Begleiterkrankungen den Einsatz verhindern. Der Bedarf für Therapien ist groß, die 
unabhängig von Alter und Nebenerkrankungen des Patienten eingesetzt werden 
können und ein möglich langes therapeutisches Fenster aufweisen.!
Als potenzieller Kandidat für eine derartige Therapie, hat sich die Transplantation 
von mononuklearen Knochenmarkzellen erwiesen. Diese Zellen sind schnell ver-
fügbar und können autolog, ohne anschließende Immunsuppression, verabreicht 
werden. In ersten tierexperimentellen Studien konnte gezeigt werden, dass ihr Ein-
satz die Regeneration nach einem Schlaganfall auf vielseitige Art und Weise fördert. 
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Diese Effekte wurde auch dann noch beobachtet, wenn die Zellen 24 Stunden nach 
Einsetzten der Ischämie transplantiert wurden. Studien, die diese positiven Effekte 
aufzeigen konnten, wurden jedoch meist an jungen, gesunden Tieren durchgeführt. 
Das Knochenmark stammte dabei ebenfalls von jungen und gesunden Spendern. 
Möchte man ein autologes Therapiemodell etablieren, müssen aber die Auswirkung 
des Alters und der häufigen Komorbiditäten auf die Pathophysiologie und Regenera-
tion während und nach einem Schlaganfall so wie auf die Funktion des Knochen-
marks, berücksichtigt werden. Es ist deshalb unklar, ob ältere Patienten überhaupt 
von einer Knochenmarkzelltherapie profitieren und sich ihre Zellen als Therapeuti-
kum in einem autologen Therapiemodell eignen.!
Ziel dieser Studie war es, diese beiden Aspekte der Knochenmarkzelltherapie zu un-
tersuchen. Zu diesem Zwecke wurden die Versuche an 18 Monate alten spontan-hy-
pertensiven (SH) Ratten durchgeführt. Diese Tiere leiden an einer chronischen arte-
riellen Hypertonie, einer Dyslipoproteinämie und einer Hyperinsulinämie und wiesen 
somit klassische Risikofaktoren für das Erleiden eines Schlaganfalls auf. Als Thera-
peutikum dienten entweder Zellen eines 30 Jahre oder eines 80 Jahre alten Spen-
ders.!
Zur Induktion des Schlaganfalls wurde die Arteria cerebri media der Tiere operativ 
verschlossen. Nach 24 Stunden erfolgte die Transplantation von Zellen des jungen 
oder des alten Knochenmarkspenders. Tiere, die eine äquivalente Menge an PBS 
erhielten, dienten als Kontrolle. Im Anschluss wurden das neurofunktionelle Defizit 
und das Infarktvolumen über einen Zeitraum von 63 Tagen mittels Verhaltenstest und 
magnetresonanztomographischer Bildgebung analysiert. Als Verhaltenstes dienten 
der BeamWalk Test (BW), die modified Neurological Severity Score (mNSS) und der 
LadderRung-Walking Test (LR).!
Nach Induktion des Schlaganfalls kam es zu einer signifikanten Verschlechterung der 
Leistung in allen drei Verhaltenstest. Während die Defizite im BW und der mNSS bis 
zum Ende des Versuches konstant hoch blieben, konnte im LR bis zum 12. postope-
rativen Tag eine Regeneration festgestellt werden. Sowohl die Laufzeit als auch die 
Anzahl der Fehler verringerten sich in diesem Zeitraum und blieben anschließend bis 
zum Tag 63 auf gleichem Niveau niedrig. BW und mNSS konnten zwar eine Schädi-
gung durch die Ischämie, aber keine anschließende Regeneration nachweisen. Der 
LR hingegen konnte sowohl eine Schädigung als auch eine Regeneration aufzeigen. 
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In keinem der Verhaltensversuche hatte die Therapie einen Einfluss auf das Ausmaß 
des Defizits oder die Regeneration.!
Im MRT verringerte sich das Infarktvolumen signifikanten von Tag 1 bis Tag 29 nach 
Ischämie, um bis zum Ende des Versuchs gleich groß zu bleiben. Nach initialer Aus-
bildung eines Ödems im Bereich der Ischämie, bildete sich im Anschluss eine Liquor 
gefüllte Infarkthöhle aus. Die Zelltherapie hatte weder auf die Größe des ursprüngli-
chen Infarktes noch auf das Ausmaß der Rückbildung einen Einfluss. Die Knochen-
markzelltherapie der gealterten SH-Ratte hatte in diesem Versuch keinen Einfluss auf 
das funktionale Defizit oder die morphologische Ausprägung des Infarktes.!
Die Ursachen für den mangelnden Therapieerfolg können vielfältig sein. Eine we-
sentliche Rolle kann das Alter der Versuchstiere eingenommen haben. Ein hohes Al-
ter geht mit motorischen, sensorischen und kognitiven Defiziten einher. Zudem än-
dern sich pathophysiologische und regenerative Abläufe. Die Folge ist eine verfrühte 
Ausbildung der Glianarbe und eine mögliche Behinderung der Migration von Zellen 
und Wachstumsfaktoren aus dem Blut in das Infarktgebiet. Des Weiteren ändert sich 
mit dem Alter die Funktion und Zusammensetzung des Knochenmarks, was eine 
Einschränkung dessen therapeutischen Potenzials mitverursachen kann. Unter ande-
rem sinken der Anteil an differenzierungsfähigen Vorläuferzellen im Knochenmark 
und das Differenzierungspotenzial der noch vorhandenen Zellen. Da sowohl die Zel-
len junger als auch alter Spender keinen therapeutischen Effekt aufwiesen, können 
sowohl altersbedingte Änderungen in der Pathophysiologie als auch dem Knochen-
mark eine erfolgreiche Therapie verhindert haben. In diesem Versuch kann die gerin-
ge Tierzahl und die mangelnde Auswertbarkeit zweier Verhaltensversuche ebenfalls 
das Ergebnis beeinflusst haben. Weitere physiologische und histologische Untersu-
chungen hätten weitere Aufschlüsse bieten können.!
Dennoch wiesen die Ergebnisse dieser Studie darauf hin, dass sich mit dem Alter die 
Voraussetzungen für eine Zelltherapie des Schlaganfalls verschlechtern. Ein besse-
res Verständnis der zugrunde liegenden pathophysiologischen Abläufe ist notwendig, 
um das auch noch im Alter vorhandene endogene Regenerationspotenzial optimal 
nutzen zu können. Aufgrund des ausgebliebenen Therapieerfolges junger und alter 
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